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Les chimiokines et leurs récepteurs sont responsables de la chimiotaxie des cellules 
dans l’organisme. Cette mobilité est nécessaire au bon fonctionnement du système 
immunitaire. Elle est aussi impliquée dans la dissémination métastatique de 
cancers. Le récepteur de chimiokines CXCR4 et son ligand SDF-1 sont tenus 
responsables de la chimiotaxie des cellules hématopoïétiques. Toutefois, l’étude de 
l’axe CXCR4-SDF-1 a récemment été complexifiée par la découverte d’un second 
récepteur de SDF-1, le récepteur CXCR7. Ces deux récepteurs sont exprimés 
majoritairement dans les mêmes types cellulaires et, ainsi, la découverte de CXCR7 
incite à réévaluer les observations faites sur le couple  SDF1-CXCR4. Le rôle de 
CXCR7 dans la chimiotaxie demeure incompris, mais il est possible que CXCR7 
agisse en tant que régulateur sur l’axe CXCR4/SDF1.  
Nous avons alors étudié les effets du niveau d’expression de CXCR7 sur les 
fonctions de CXCR4 lors de la chimiotaxie. Grace à des techniques de migration in 
vitro et à la mesure des niveaux d’expression de CXCR4 et CXCR7, nos résultats 
suggèrent que CXCR7 serait un régulateur de l’axe CXCR4/SDF-1.  
 






Chemokines and their receptors are responsible for the chemotaxis of cells in 
humans. This directed cellular mobility is a key part of the immune system, but is 
also involved in the metastatic dissemination of cancerous cells. The chemokine 
receptor CXCR4 and its ligand SDF-1 are responsible for the chemotaxis of 
hematopoietic stem cells. However, the study of the CXCR4/SDF-1 axis was 
complicated by the identification of CXCR7, a second receptor for SDF-1. The two 
receptors are generally expressed on the same cell types, and as a consequence, the 
regulation mechanism of the chemotaxis toward SDF-1 must be re-evaluated with 
this new information.  
We have studied the consequence of CXCR7 expression on chemotaxis. Using in-
vitro migration techniques and measuring expression levels of CXCR4 and CXCR7 
our results support the hypothesis that CXCR7 acts as a regulator of the 
CXCR4/SDF-1 axis, contributing to the better understanding of the role of CXCR7 
in chemotaxis.  
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1.1.0   Les cellules souches hématopoïétiques 
Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) sont un sous-type de cellules 
progénitrices de la moelle osseuse  et sont responsables de la formation de toutes 
les lignées cellulaires sanguines. Elles sont des cellules progénitrices multipotentes 
qui possèdent la double capacité de pouvoir se diviser de façon asymétrique et 
symétrique. 
Lorsqu’elles se divisent de façon symétrique, les CSH se multiplient et peuvent 
rapidement augmenter la taille de leurs populations. Cette capacité explique la 
faisabilité des transplantations de moelle osseuse, durant lesquelles un petit nombre 
de CSH transplantées parviennent à reconstituer l’ensemble du système 
hématopoïétique du greffé. 
Lorsqu’elles se divisent de façons asymétriques, les CSH produisent deux cellules 
différentes : une nouvelle CSH qui permet l’autorenouvèlement de la population 
des CSH et une cellule-sœur qui empruntera la voie de différenciation des cellules 
lymphoïdes progénitrices (CLP) ou des cellules myéloïdes progénitrices (CMP), 
qui donneront respectivement naissance aux lignées lymphoïdes (Lymphocyte T, 
lymphocyte B, lymphocyte NK) et myéloïdes (monocytes, macrophages, 
neutrophiles, basophiles, éosinophiles, érythrocytes, mégacaryocytes). Ce 
phénomène permet d’assurer le remplacement continu des cellules sanguines, 
lesquelles ont  une durée de vie limitée [1, 2].  
  
3 
1.1.1 Les CSH dans la niche osseuse 
Les CSH survivent et prolifèrent au contact de microenvironnements spécifiques de 
la moelle osseuse, appelés communément « niches ». Ces niches sont situées 
principalement dans l’espace périvasculaire de la moelle (niche vasculaire), dans 
l’endosteum de l’os trabéculaire (niche osteoblastique)  et dans certains tissus 
extramédullaires [3]. Elles sont constituées par des fibroblastes, des ostéoblastes, 
des adipocytes et des cellules endothéliales qui conditionnent le 
microenvironnement local. Dans ces endroits, les CSH bénéficient de la protection 
physique du tissu, mais aussi du support physiologique des cellules avoisinantes 
[4].  
La niche constitue un élément dynamique dans le contrôle de l’hématopoïèse et 
possède la capacité de provoquer une augmentation rapide de la production de 
cellules hématopoïétiques en réponse aux besoins de l’organisme [5]. Ce contrôle 
sur la survie, sur la prolifération et sur la différentiation des CSH s’effectue non 
seulement par le biais des ostéoblastes et des cellules stromales présentes dans la 
niche [6, 7], mais aussi par le biais des facteurs de croissances et des cytokines [8, 
9] présents dans l’environnement. La chimiokine SDF-1 (CXCL12), en particulier, 
permet de maintenir les CSH’s dans un état quiescent (ou dormant), ce qui joue un 
rôle important dans le maintien des populations de cellules souches [8-12]. 
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1.1.2 La leucémie et les CSH 
La leucémie est un cancer qui affecte les cellules sanguines, plus particulièrement 
les leucocytes. Dans  la leucémie, les précurseurs hématopoïétiques des leucocytes 
se multiplient de façon anormale dans la moelle osseuse. Cette prolifération 
incontrôlée se retrouve dans un groupe hétérogène d’hémopathies  malignes et est 
caractérisée par l’expansion clonale,  au niveau de la moelle osseuse, de  cellules 
immatures (blastes), appartenant à la lignée myéloïde en cas de leucémie aiguë  
myéloïde (LAM), et à la lignée lymphoïde en cas de  leucémie aiguë lymphoïde 
(LAL). Généralement, cette pathologie est causée par l’acquisition de mutations 
dans les gènes des cellules progénitrices hématopoïétiques, qui provoquent non 
seulement une prolifération excessive, mais aussi une différenciation inappropriée 
des CSH. [13]. L’invasion de la moelle par la masse cancéreuse provoque 
éventuellement une inhibition de l’hématopoïèse et le relâchement dans le sang de 
globules blancs anormaux. Un phénomène qui provoque une insuffisance 
médullaire. 
La leucémie est l’un des cancers dont l’incidence et surtout la mortalité sont les 
plus élevées. Son incidence est estimée à 5600 nouveaux cas pour l’année 2012, 
avec un taux de mortalité de près de 50 % [14]. De plus, la leucémie atteint 
fréquemment les enfants (entre 0 à 14 ans). 
Les leucémies aiguës sont traitées par une chimiothérapie intensive qui nécessite 
généralement une hospitalisation assez longue. Le but est de détruire les cellules 
anormales (les blastes), mais les CSH « normales », en particulier, y sont aussi 
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sensibles. Après une cure intensive, le patient ne peut plus renouveler seul ses 
cellules sanguines. Le malade est alors en phase d'aplasie et nécessite une 
intervention extérieure pour reconstituer son système hématopoïétique [15]. 
1.2.0  La migration cellulaire dirigée 
Le processus de migration cellulaire joue un rôle clé dans une grande variété de 
phénomènes biologiques. Durant le développement embryonnaire par exemple, la 
migration cellulaire contribue à la morphogenèse, où elle est essentielle aux 
événements de gastrulation et de neurulation dans la formation du système nerveux 
[15-17]. Chez l’adulte, la migration cellulaire est essentielle au renouvellement de 
la peau et de l’intestin, au fonctionnement du système immunitaire et la guérison 
des blessures. Durant la réponse inflammatoire, les leucocytes migrent jusqu’à la 
région de la lésion où ils participent à la fonction de phagocytose [18]. Dans la 
cicatrisation, la migration des fibroblastes et des cellules endothéliales vasculaires 
permet la guérison des blessures [19].  
La direction qu’emprunte cette migration  n’est pas laissée au hasard. Elle est plutôt 
contrôlée par des récepteurs spécifiques, sensibles à la composition de 
l’environnement [15]. Un bon exemple est le cône de croissance de l’axone en 
développement, dont les récepteurs spécifiques permettent de migrer en suivant un 
gradient de concentration vers les cellules-cibles post-synaptiques [20].  
Un dérèglement du processus de migration engendre plusieurs problèmes de santé, 
tels que les maladies inflammatoires chroniques, l’arthrite rhumatoïde, la sclérose 
en plaques, les maladies vasculaires, l’ostéoporose et des imperfections dans le 
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système nerveux [20, 21]. La migration cellulaire joue aussi un rôle dans d’autres 
pathologies. Par exemple, dans le cancer, les cellules tumorales possèdent la 
capacité de former des métastases [22]. Dans ce cas, elles migrent à partir du site 
initial de la tumeur vers le système vasculaire, et empruntent ensuite ce dernier pour 
atteindre et envahir d’autres tissus dans l’organisme. Ces invasions tumorales ou 
métastases sont très importantes, car elles constituent la principale cause de 
mortalité chez les patients cancéreux [23]. Par conséquent, la compréhension des 
mécanismes moléculaires responsables du contrôle de la motilité cellulaire 
constitue une étape primordiale pour la mise en place d’approches thérapeutiques 
efficaces. 
 
Figure 1.1 Représentation schématique de l’importance de la migration 
cellulaire. La migration est centrale à plusieurs processus physiologiques et 




1.2.1  Le gradient de migration 
Les cellules métastatiques ne migrent pas aléatoirement dans les tissus. Elles sont 
attirées par des gradients de molécules qu’on appelle chimio-attractants. On parle 
alors de chimiotaxie. Ces gradients de concentration sont nécessaires à la migration 
cellulaire organisée, car les cellules se servent de la différence de concentration 
dans le gradient pour se diriger, habituellement du point de la concentration la plus 
faible de chimio-attractants vers le point  de la concentration la plus forte. 
Toutefois, ces gradients ne sont habituellement efficaces que dans une gamme 
restreinte de concentrations. Aussi, un contrôle précis sur les quantités de molécules 
chimio-attractantes présentes dans l’environnement est nécessaire pour le maintien 
d’un gradient de migration efficace. 
Figure 1.2.1 Illustration du fonctionnement d’un gradient de migration. 




1.2.2  Les mécanismes moléculaires de la migration cellulaire 
De façon générale, la migration est un processus cyclique [24]. Suite à une cascade 
de signalisation intracellulaire, la cellule se polarise et le cytosquelette se déforme 
pour créer des protrusions (lamellipodes ou filopodes). Ces prolongements, induits 
dans la direction du mouvement cellulaire, sont créés par la polymérisation locale 
de l’actine et stabilisés par des adhésions à la matrice extracellulaire ou aux cellules 
adjacentes. Ces adhésions sont stabilisées par des récepteurs transmembranaires 
reliés au cytosquelette d’actine et génèrent la force contractile qui permet le 
déplacement de la cellule. 
 
Figure 1.2.2 Illustration des mécanismes de la migration dirigée. La migration 
cellulaire en réponse à un gradient de concentration de chimiokines. La cellule se 
polarise pour changer sa morphologie. Les récepteurs de chimiokines (b) détectent 
le gradient. Les intégrines (c) forment des adhésions locales sur le front migratoire. 
Le MTOC (d) se déplace vers le front de migration. (Illustration provenant de Wang 




1.2.3 La migration des CSH vers la moelle 
Après la naissance, les CSH se retrouvent uniquement dans la moelle osseuse, mais 
elles ne sont pas originaires de ce tissu. Elles émergent initialement lors du 
développement embryonnaire au niveau d'une région nommée AGM (pour Aorte-
Gonades-Mesonephros). Ces cellules migrent par la suite de façon dirigée vers le 
foie fœtal, où elles vont se multiplier massivement pour ensuite coloniser le 
thymus, la rate et enfin inséminer la moelle osseuse [25]. 
Le processus par lequel les cellules souches hématopoïétiques voyagent pour 
s’ancrer et s’installer dans la niche est communément appelé le « homing ». Ce 
phénomène permet non seulement aux CSH fœtales de coloniser la moelle, mais 
permet également aux CSH adultes qui sont temporairement mobilisés hors de la 
moelle osseuse d’y retourner avec une grande efficacité [26]. Le homing vers la 
moelle osseuse est un préalable pour la prolifération constitutive des CSH et 
possède un rôle très important dans le maintien de l’homéostasie [26-30]. C’est un 
processus rapide, régulé par plusieurs chimiokines, qui constitue la première étape 
dans toutes les transplantations cliniques de cellules souches [28, 31, 32]. 
1.2.4 La mobilisation des CSH de la moelle 
Les CSH résident normalement dans la moelle osseuse, où elles se trouvent ancrées 
parmi d’autres cellules souches et existent sous un état quiescent, mais elles 
peuvent être déplacées ou mobilisées dans la circulation sanguine en réponse à des 
signaux spécifiques mettant en jeu une variété de protéinases, de cytokines, de 
facteurs de croissance et des récepteurs membranaires, un processus communément 
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appelé « mobilisation ». Ce processus est d’une importance vitale pour l’attraction 
des CSH vers le sang et les tissus périphériques. La régulation de ce phénomène 
implique des facteurs de croissances et certaines hormones, mais passe 
principalement par les signaux spécialisés associés à la chimiotaxie [33, 34], 
particulièrement l’axe SDF-1/CXCR4 [35, 36]. 
1.2.5 La dissémination des cellules leucémiques dans l’organisme 
Un des indicateurs majeurs de la sévérité du pronostic chez les patients de la 
leucémie est l’infiltration extramédullaire et la dissémination des cellules 
leucémiques dans l’organisme. En effet, les différents sites de la niche 
hématopoïétique ne sont pas en contact direct dans l’organisme. Les cellules 
leucémiques dérivées d’un unique clone doivent donc pénétrer dans la circulation 
périphérique et voyager dans le corps pour envahir différents sites secondaires 
avant que leur multiplication ne provoque une inhibition significative de la 
production des cellules sanguines normales [37].  
De plus, les complications majeures fréquentes qui mènent à un mauvais pronostic 
sont généralement reliés à la dissémination et l’invasion des cellules leucémiques 
dans des sites secondaires. Ceci inclut l’infiltration de cellules leucémiques dans le 
système nerveux central [38] et la dissémination vers d’autres sites 
extramédullaires, incluant la peau et les organes viscéraux, toutes des complications 
fréquentes qui mènent à un mauvais pronostic et qui augmentent les chances de 
rechutes [39]. 
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Aussi, la dissémination des cellules leucémiques doit être considérée comme une 
étape cruciale dans la progression des leucémies (Figure 1.3). Les mécanismes qui 
sont responsables de la migration dirigée et de l’envahissement de la niche osseuse 
par les cellules leucémiques sont donc des sujets d’étude de la plus haute 
importance pour l’avancée des thérapies et des modèles diagnostiques.  
 
Figure 1.3 Illustration du processus de dissémination des cellules leucémiques 
dans l’organisme. (Illustration provenant de Seiji Fukuda et al, 2011) 
1.2.6 Le homing et les greffes de moelle osseuse dans la leucémie 
Une greffe de moelle osseuse peut être utilisée pour régénérer le système 
hématopoïétique des patients suite à la destruction des cellules progénitrices de la 
moelle par les traitements anti-cancéreux administrés pour contrer la leucémie. 
Cette greffe consiste en une transfusion de CSH, lesquelles migreront ensuite 
rapidement jusqu’à la moelle osseuse et s’installeront dans la niche pour 
reconstituer les populations normales de CSH grâce au processus de homing. Ce 
phénomène est rendu possible par des gradients de chimiokines et plus 
particulièrement par les interactions entre SDF-1 et CXCR4. 
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Toutefois, la capacité que possèdent les CSH de voyager sélectivement dans la 
circulation vers des environnements protecteurs particulièrement propices à la 
survie cellulaire (la niche) sont les mêmes qui permettent aux cellules leucémiques 
de se propager dans l’organisme, d’envahir la niche et de se protéger des 
traitements chimiothérapeutiques [40].   
1.2.7  Le rôle de la chimiotaxie dans les métastases cancéreuses 
Dans presque tous les différents types de cancer, il arrive que des cellules 
cancéreuses se détachent de la tumeur primaire pour se déplacer dans le réseau 
sanguin et migrent à l’intérieur des tissus pour aller envahir d’autres régions de 
l’organisme. On parle alors de métastases, qui constituent une phase importante du 
développement du cancer. Or, les cellules mises en jeu dans ce processus migrent 
par chimiotaxie, et des études précédentes [41] ont montré que plus les cellules sont 
métastatiques, plus leur vitesse de migration est importante. Il est donc intéressant 
d’étudier l’efficacité chimiotactique des cellules cancéreuses, dans le but de 
pouvoir mieux prédire l’apparition des métastases. Toutefois, la métastase 
cancéreuse est un processus complexe qui implique un grand nombre 
d’évènements, et plusieurs signaux provenant de la tumeur, des cellules stromales, 
de la matrice extracellulaire et de facteurs de croissance solubles qui peuvent tous 
influencé le comportement des cellules cancéreuses. Ainsi, bien que la chimiotaxie 
soit un élément indispensable du comportement métastatique des cellules, il est 
important de comprendre qu’il n’a jamais été prouvé que l’efficacité de migration 
équivaut au risque ou à la vitesse d’apparition des métastases.   
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1.3.0   Les cytokines 
Les cytokines sont des petites molécules solubles qui servent d’hormones dans la 
modulation du système immunitaire. Ces médiateurs peptidiques sont sécrétés par 
une grande variété de cellules leucocytaires et non-leucocytaires en réponse aux 
stimulis. Elles peuvent agir de façon autocrine (sur les cellules qui les ont 
excrétées) et de façon paracrine (sur des cellules distantes) par le biais de récepteurs 
spécifiques [42]. Elles servent ainsi à la communication intercellulaire, et 
permettent la régulation de l’activité et de la fonction de plusieurs types de cellules 
sur de grandes distances. Cette qualité rend les cytokines nécessaires pour le 
développement et le maintien de la réponse inflammatoire [18]. Les cytokines 
régulent également l’intensité et la durée de la réponse immunitaire en stimulant ou 
en inhibant la prolifération, l’activation et la différenciation de différentes cellules, 
ainsi qu’en régulant la sécrétion d’anticorps.  Elles sont capables d’actions dites 
pléïotropiques, c’est-à-dire qu’une même cytokine peut produire des effets 
biologiques différents sur différentes cellules réceptrices. Mais il est également 
possible que plusieurs cytokines différentes produisent la même réaction dans une 
cellule-cible (actions redondantes) [42]. Aussi, la famille des cytokines inclut de 
nombreuses interleukines (IL), facteurs de croissance et facteurs hématopoïétiques.  
1.3.1    Les chimiokines 
Les chimiokines sont une famille de petites cytokines, de protéines secrétées par les 
cellules qui se retrouvent chez presque tous les vertébrés (ainsi que dans plusieurs 
microorganismes) [26, 43]. Plus de 40 chimiokines différentes ont été découvertes 
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jusqu'à présent chez l’humain [44]. Elles sont constituées de 70 à 130 acides 
aminés. Leurs noms, une contraction du terme « Chemoattractant Cytokines » 
dérive de leurs habiletés à induire directement  la chimiotaxie dans les cellules 
réceptives [26]. Ce sont, dans les faits, des cytokines chimiotactiques.  
Ces chimiokines sont responsables de la mobilité orientée (chimiotaxie) des cellules 
dans l’organisme. Elles accomplissent généralement leurs fonctions en formant un 
gradient de concentration [27]. Les chimiokines activent des récepteurs couplés aux 
protéines G, ce qui résulte en la migration des cellules vers les tissus (ou 
compartiments) appropriés [28]. Cette mobilité dirigée des cellules est essentielle 
au développement embryonnaire et à la surveillance immunitaire [21], en plus 
d’être nécessaire au bon fonctionnement de la réponse inflammatoire [29-31, 45] 
En plus de la migration dirigée, le rôle des chimiokines consiste fréquemment à 
promouvoir l’accumulation et la rétention des cellules migratoires à la source de la 
production de chimiokines [32]. Aussi, certaines chimiokines sont produites et 
secrétées de façon constitutive sans qu’une stimulation spécifique ne soit 
nécessaire. Ces chimiokines homéostatiques peuvent, par exemple, diriger le trafic 
des lymphocytes dans les tissus lymphoïdes. Elles peuvent également agir dans la 
localisation des cellules T ou  B présentatrices d’antigènes [33]. Plusieurs  autres 
chimiokines sont considérées inflammatoires et sont uniquement produites par les 
cellules lors d’une infection, ou en réponse à un stimulus. Par exemple, certaines 
chimiokines sont relâchées en réponse à la présence de cytokines pro-
inflammatoires telles que l’IL-1 et le TNF [43]. Leur rôle est alors d’induire la 
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migration dirigée des leucocytes, et de les guider vers le site d’infection ou de 
lésion. [19, 29, 33] 
Les chimiokines peuvent aussi avoir plusieurs fonctions secondaires. Par exemple, 
la présence de certaines chimiokines inflammatoires peut activer la réponse 
immunitaire des cellules et promouvoir la guérison des blessures [28]. De plus, 
certaines chimiokines agissent dans la régulation du processus d’angiogenèse [34]. 
D’autres agissent dans le contrôle de la survie et de la prolifération cellulaire [35].  
Conséquemment, les chimiokines et leurs récepteurs sont impliqués dans de 
nombreuses pathologies telles que les désordres inflammatoires, les désordres du 
développement embryonnaire, les différents types de cancers et les métastases 
cancéreuses [36, 46, 47]. Cela fait des chimiokines un sujet d’étude privilégié et 
une cible thérapeutique très prometteuse [31, 48, 49]. La résolution de leur structure 
et de leur fonctionnement est donc d’une importance capitale.  La compréhension 
de leur mécanisme d’action ouvre la porte à la création de composés permettant la 
modulation de leur activité. Par exemple, le Maraviroc (2007) et le Mozobil (2009) 
sont deux agents thérapeutiques, récemment approuvés par la FDA (Food and drug 
administration), qui ont été développés pour cibler les récepteurs de chimiokines 
CCR5 et CXCR4, respectivement [31, 50]. 
 
1.3.2  La structure des chimiokines 
La structure primaire des chimiokines est définie par quatre résidus cystéines 
conservés. Ces résidus cystéines sont importants, car ils permettent la formation de 
ponts disuphides essentiels au maintien de la forme tridimensionnelle de type « clef 
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grecque » de l’extrémité N-terminale, un segment de  6 à 10 acides aminés qui est 
crucial pour l’activité des chimiokines [51]. Dans ce modèle, la première cystéine 
forme un lien covalent avec la troisième, et la seconde cystéine forme un lien avec 
la quatrième. Aussi, la nomenclature des chimiokines, établie par l’union 
internationale de pharmacologie [52], est habituellement basée sur le motif formé 
par les quatre résidus cystéines, ce qui permet de systématiser la séparation des 
cytokines chimiotactiques en quatre sous-familles distinctes (Figure 1.4). Les 
chimiokines qui possèdent un acide aminé entre leurs deux premières cystéines sont 
classifiées en tant que ‘CXC’, alors que celles dont les résidus cystéines sont 
adjacents sont classifiées ’CC’. La famille des ‘CX3C’ (Fractalines), plus rares, est 
formée par les chimiokines qui possèdent trois résidus entre leurs cystéines [53]. 
Selon cette nomenclature,  la chimiokine SDF-1 devient CXCL12 (‘X’ pour l’acide 
aminé séparant les deux premières cystéines conservées, ‘L’ pour ligand). 
 
Figure 1.4 Représentation schématique des différentes sous-familles des 
chimiokines. (Figure créée par Kohida et al, 2007) 
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La structure secondaire des chimiokines consiste en une extrémité N-terminale 
allongée, suivie des deux premiers résidus cystéine et d’une boucle d’une longueur 
approximative de 10 résidus appelée la boucle N (figure 1.5). Cette boucle est 
importante car sa flexibilité permet la liaison de la chimiokine [54]. S’en suit une 
alternance d’hélices alpha et de feuillets bêta, séparés par des boucles appelées les 
boucles 30s, 40s et 50s, relativement au nombre de résidus qui les précèdent. La 
structure tridimensionnelle demeure pratiquement identique parmi toutes les 
chimiokines. Le brin qui suit la boucle N est replié par trois boucles flexibles de 3 
ou 4 résidus de façon antiparallèle pour former un feuillet bêta, suivi d’une hélice 
alpha qui connecte la boucle 50s à l’extrémité C-terminale de la chimiokine. Le 
cœur de la structure des chimiokines étant stabilisé par les ponts disulphides entre 
les résidus cystéines conservés et par des interactions hydrophobiques. 
1.4.0   Les récepteurs couplés aux protéines G 
Les chimiokines agissent en se liant à des récepteurs à 7 passages 
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPGs ou 7TMRs), la famille de 
récepteurs la plus importante dans la transduction du signal depuis la surface 
cellulaire [52]. Le rôle de ces récepteurs, constitués de sept domaines 
transmembranaires hydrophobiques,  est de détecter la présence de ligands à 
l’extérieur de la cellule pour ensuite activer la transduction de signaux 
intracellulaires via l’activation d’une protéine G hétérodimérique [55], laquelle 
provoquera une cascade signalétique qui induira les mécanismes de la réponse 
cellulaire [56]. 
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Étant donné leurs implications dans de nombreuses pathologies, telles que le 
cancer, les maladies auto-immunes ainsi que les maladies inflammatoires 
(athérosclérose), les RCPGs représentent des cibles pharmacologiques importantes 
[57]. De ce fait, ils constituent la cible de près de 40 % des molécules 
thérapeutiques modernes [58, 59]. 
Il y a deux voies signalétiques principales impliquant les récepteurs couplés aux 
protéines G : la voie de l’AMP cyclique et la voie du phosphatydylinositol [60, 61]. 
Quand un ligand lie le récepteur couplé aux protéines G, il provoque un 
changement de conformation dans la structure du récepteur, ce qui lui permet d’agir 
en tant que « guanine nucléotide exchange factor » (GEF) au niveau de sa face 
cytoplasmique. Le récepteur peut alors activer une protéine G avec laquelle il s’est 
associé en échangeant la guanine di-phosphate avec laquelle il est lié pour une 
guanine triphosphate. Une sous-unité (sous-unité alpha) de la protéine G activée va 
alors se dissocier de la protéine  pour provoquer la transduction du signal au niveau 
intracellulaire, le plus souvent par le biais d’une cascade enzymatique qui provoque 
des réponses variées, telles que la mobilisation du calcium ou l’activation de 
l’adénylate cyclase [62, 63]. Dans les deux cas, l’activation du récepteur déclenche 
subséquemment l’endocytose du récepteur, lequel internalise ensuite pour être 
recyclé plus tard à la surface. Ce mécanisme mène éventuellement un état stable ou 




1.4.1    Les récepteurs de chimiokines 
Les récepteurs de chimiokines font partis de la première de trois classes de 7TMRs 
distinctes. Cette classe, la classe A, rassemble les récepteurs de chimiokines avec 
ceux de la rhodopsine, du β2- adrénergique, des dopamines et des opioïdes [65].  
Les récepteurs de chimiokines disposent d’une partie N-terminale acide, d’une 
courte troisième boucle intracellulaire basique, d’un motif DRYLAI hautement 
conservé au niveau de la deuxième boucle intracellulaire [66, 67] et d’un résidu 
cystéine dans chacune des 4 boucles extracellulaires servant à former des ponts 
disulfure, dans le but d’assurer un bon repliement de la protéine en plus d’assurer 
une meilleure interaction avec le ligand [67, 68]. 
Aussi, les récepteurs de chimiokines possèdent la même classification que les 
chimiokines elles-mêmes, c'est-à-dire que leur appellation dépend de l’arrangement 
des résidus cystéines conservés de leurs ligands, suivi de la lettre R, pour récepteur. 
De ce fait, le récepteur principal pour le CXCL12 se nomme CXCR4. 
 
Figure 1.5 Structure tridimensionnelle commune des chimiokines.            
(Figure créée par Kohida et al, 2007) 
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1.4.2 La signalisation générale empruntée par les chimiokines 
Plusieurs des éléments généraux de la signalisation chimiotactique peuvent être 
représentés par un modèle de base, établit à l’origine par l’observation du modèle 
D.discoideum: Au site de l’inflammation, les cytokines pro-inflammatoires 
provoquent la sécrétion de chimiokines. Ces chimiokines se lient aux 
glycosaminoglycanes (GAG) à la surface de l’endothélium du site inflammatoire, et 
établissent par leur diffusion un gradient de concentration [70]. Cette concentration  
localisée de chimiokines donne alors un signal directionnel aux cellules. Le 
chimioattractant (le gradient de chimiokines) qui se trouve dans le milieu 
extracellulaire est ensuite détecté par des récepteurs associés aux protéines G 
(Figure 1.6) situés à la surface des cellules motiles. La liaison de la chimiokine au 
récepteur induit alors la dissociation de la protéine G hétérotrimérique en deux 
sous-unités, Gα et Gβγ. Ce qui suit dépend ensuite du modèle observé. Bien 
entendu, différentes cellules migratoires utilisent différentes voies signalétiques et 
différentes chimiokines. Certaines font exception à ce modèle général. 
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Figure 1.6 Modèle général de la cascade signalétique classique permettant la 
chimiotaxie par la voie de PIP2/PIP3. La sous-unité Gβγ induit la protéine Ras, 
laquelle induit directement PI3K et provoque la conversion des phospholipides 
membranaires PIP2 en PIP3, un processus régulé par la GTPase RhoA [70-74]. Une 
fois généré, le PIP3 module la polarisation intracellulaire en recrutant plusieurs 
protéines régulatrices de la polymérisation de l’actine (CRAC, Akt/PKB et la 
GTPase Rac). La protéine Rac activée (ainsi que Cdc42) interagissent ensuite avec 
le complexe WASP/SCAR pour polariser l’actine au site de migration [74, 75]. 
(Figure tirée et modifiée de Tian et al, 2008) 
1.5.0  La chimiokine SDF-1 (CXCL12) 
Le SDF-1 (stromal cell derived factor-1) est une petite cytokine provenant d`une 
famille dont les membres activent les leucocytes. Autrefois appelé pre-B cell 
growth stimulating factor (PBSF), il est désormais référé en tant que CXCL12 
(selon la classification standardisée), et  fait partie de la sous-catégorie des 
chimiokines à motif CXC. Cette sous-catégorie, la plus commune parmi les 
chimiokines, est généralement celle qui est la plus impliquée dans la chimiotaxie 
[76], l’angiogenèse [76, 77] et l’incorporation de cellules progénitrices 
endothéliales dans les vaisseaux en formation [78]. 
Le SDF-1 est fortement chimiotactique pour les lymphocytes [79]. Durant 
l’embryogénèse, il dirige la migration des cellules hématopoïétiques en provenance 
du foie fœtal vers la moelle osseuse, et régule la formation des principaux vaisseaux 
sanguins [80]. Aussi, la mutation double-négative pour le gène CXCL12 chez la 
souris est fatale durant le développement, ou dans certains cas, durant la première 
heure qui suit la naissance [81].  
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1.5.1  L’implication de la chimiokine SDF-1 dans le cancer 
Dans la vie adulte, le SDF-1 joue un rôle important dans l’angiogenèse [77] et 
permet, entre autres, le recrutement des cellules progénitrices endothéliales via ses 
interactions avec le récepteur CXCR4 [82]. Ces fonctions font de SDF-1 un facteur 
très important dans la carcinogénèse et la néovascularisation reliée à la croissance 
des tumeurs cancéreuses [83, 84].  Le SDF-1 joue également un rôle primordial 
dans la métastase tumorale [84, 85]. En effet, il a été démontré que les cellules 
cancéreuses métastatiques qui expriment le récepteur CXCR4 sont attirées vers les 
cibles qui sécrètent la chimiokine CXCL12 [86]. L’implication de SDF-1 dans le 
cancer est telle que des équipes de recherches arrivent même à corréler inversement 
son niveau d’expression avec la qualité du pronostic clinique [87, 88] Toutefois, les 
résultats de recherche portant sur les conséquences de la surexpression et sécrétion 
de CXCL12 dans le cancer restent contradictoires. En effet, certains groupes 
d’études rapportent qu’une forte expression de CXCL12 a contribué à un risque 
réduit de métastases et que son élimination a augmenté le potentiel métastatique 
invasif des cancers [89, 90].  
1.5.2  La structure et la liaison de la chimiokine SDF-1 
La structure du SDF-1 a été déterminée par cristallographie aux rayons X [91] ainsi 
que par spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire (RMN) [92] et 
correspond au modèle standard pour les chimiokines CXC. Il contient trois feuillets 
bêta, repliés sur eux-mêmes de façon antiparallèle, suivie d’une hélice alpha (figure 
1.7). 
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Lors de la liaison de SDF-1 avec son récepteur, les premiers 8 résidus de  
l’extrémité N-terminale  sont particulièrement importants, mais seules la Lysine 1 
et la Proline 2 sont absolument essentiels à l’activation du récepteur. En effet, la 
délétion de  l’un des deux résidus mène à un ligand fortement antagoniste [91]. La 
chimiokine possède aussi un second site d’interaction dans la boucle constituée des 
résidus 12 à 17, et une séquence d’acides aminés fortement chargée positivement 
(Lys24, His25, Lys27 et Arg41) qui sont nécessaires au maintien des forces 
électrostatiques qui stabilisent l’interaction avec le récepteur. 
 
Figure 1.7 Structure de la chimiokine CXCL12 (SDF-1) déterminée par 
spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire. Les deux ponts disulphides, 
Cys11-Cys50 et Cys9-Cys-34, sont surlignés en jaune. (Figure créée par Crump et 
al, 1997) 
 
1.5.3  La relation ligand/récepteur inhabituelle de SDF-1 
Le SDF-1 a longtemps été considéré différent des autres chimiokines en ce qui a 
trait à sa relation envers son récepteur. Ceci est dû au fait qu’il est habituel de voir 
différentes chimiokines partager les mêmes récepteurs et entrer en compétition pour 
leurs liaisons/activations [92]. De la même façon, les chimiokines ont rarement un 
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récepteur unique, et peuvent généralement se lier à plusieurs récepteurs différents 
(Figure 1.8). Par opposition, jusqu'à la découverte récente du CXCR7,  le SDF-1 
était considéré comme le ligand biologique unique de CXCR4. Aussi, 
contrairement aux chimiokines de la classe CXC qui sont transcrites à partir d’un 
gène sur le chromosome 4, le gène codant pour le SDF-1 se situe sur le 
chromosome 10 [93].  
 
Figure 1.8 Charte de la signalisation croisée entre les différentes chimiokines 
et leurs récepteurs (préalablement à la découverte du CXCR7. (Figure 
provenant de Amanda E. I. et Proudfoot, Nature Reviews Immunology , 2002) 
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1.6.0  Le récepteur CXCR4 
Le récepteur de chimiokines CXCR4 est un récepteur à 7 domaines 
transmembranaires de 352 acides aminés. Découvert en 1993 par clonage, il est 
initialement considéré comme un récepteur orphelin et adopte le nom de ‘Fusine’. 
D’abord mis en cause dans la pénétration du virus  VIH-1 et VIH-2 dans les 
lymphocytes T CD4+, ce n’est que 3 ans plus tard, en 1996, qu’il est associé à son 
ligand biologique, la chimiokine SDF-1, est associé à la chimiotaxie, et prend le 
nom de CXCR4 [94, 95]. Rapidement, le couple CXCR4-SDF-1 a été impliqué 
dans une multitude de phénotypes tant physiologiques que pathologiques, et 
CXCR4 devient l’un des récepteurs de chimiokines les plus étudiés [96]. 
1.6.1  Expression et rôle de CXCR4 
Comme on peut s’y attendre d’un récepteur de chimiokines, on retrouve CXCR4 à 
la surface des cellules hématopoïétiques. Aussi, la quasi-totalité des cellules motiles 
qui expriment CXCR4 sont attirées par chimiotaxie vers son ligand, SDF-1 [30]. 
Ceci inclut la majorité des lymphocytes T, tous les lymphocytes B, les cellules NK, 
les neutrophiles, les monocytes et même les cellules progénitrices de la moelle 
CD34+ [97]. CXCR4 joue donc un rôle majeur dans le recrutement de ces cellules 
aux sites de l’inflammation et dans la domiciliation (homing), mais aussi dans 
l’ancrage ou le relâchement des cellules progénitrices abritées dans les 
microenvironnements du foie et de la moelle osseuse. En effet, les souris doubles-
négatives pour CXCR4 sont incapables de retenir leurs lymphocytes pro-B dans 
leurs organes hématopoïétiques [16, 98]. La force de cette chimiotaxie spécifique 
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peut être modulée par le niveau d’expression de CXCR4. En effet, certaines 
molécules (telles que les cytokines IL-4 ou IL-10) modulent la migration en 
augmentant ou diminuant respectivement l’expression de CXCR4 sur les 
lymphocytes T [99]. L’activité du CXCR4 peut également être modulée par des 
antagonistes qui bloquent l’activation ou la signalisation du récepteur [100, 101]. 
On retrouve aussi l’expression du récepteur CXCR4 dans plusieurs cellules non-
hématopoïétiques et dans de nombreux types de tissus non-motiles, tel que sur des 
cellules épithéliales [102], sur des cellules endothéliales vasculaires et sur des 
neurones du système nerveux central  et périphérique [103]. De plus, il a été 
démontré que le couple SDF-1/CXCR4 régulait aussi plusieurs processus 
biologiques essentiels, tels que le développement du cœur, le développement des 
neurones, l’organogénèse, la mobilisation des cellules souches, la 
néovascularisation et la tumorigénèse [16, 98, 104]. 
Les souris doubles négatives pour le gène de CXCR4 subissent les mêmes effets 
que celles déficientes pour le SDF-1, et meurent in utero ou très rapidement après 
la naissance d’une malformation de la valve cardiaque et du septum ventriculaire. 
Cette similarité, entre les rôles de SDF-1 et de CXCR4, s’explique par la relation 
étroite qu’entretient le récepteur avec son ligand. En effet, contrairement à la 
plupart des autres récepteurs, qui peuvent lier plusieurs types de chimiokines, SDF-
1 est le seul ligand endogène et agoniste pour CXCR4. 
1.6.2  Pathologies impliquant CXCR4 
CXCR4 est un récepteur qui est impliqué dans plusieurs pathologies chez l’humain. 
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Par exemple, le syndrome de WHIM est une maladie immunitaire causée par des 
mutations hétérozygotes dans le gène de CXCR4 qui provoquent une activation 
constitutive du récepteur CXCR4 en empêchant sa désensibilisation et son 
recyclage par l’internalisation [105]. La conséquence de l’accumulation de 
récepteurs CXCR4 constitutivement actifs à la surface cellulaire est un potentiel 
chimiotactique accru [106] et une forte rétention des neutrophiles dans la moelle 
osseuse, ce qui provoque une neutropénie sévère.  
Le récepteur CXCR4 est également impliqué dans les cancers [34, 35]. En effet, 
CXCR4 se retrouve exprimé dans plus de 20 types de cancers distincts [107], et 
représente le récepteur de chimiokine le plus souvent surexprimé sur les cellules 
cancéreuses [108, 109]. Dans certains cas, la surexpression de CXCR4 a été même 
observée dans des types de tissus cancéreux qui n’expriment pas (ou peu) ce 
récepteur à l’état saint [110]. Toutefois, la surexpression de CXCR4 peut être 
partiellement expliquée par les conditions tumorales,  qui sont riches en facteurs 
induit par l’hypoxie (HIF1-a), en facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 
(VEGF) et en NF-B, qui sont tous des éléments qui provoquent l’expression 
cellulaire de CXCR4 et de SDF-1 [97, 111]. 
Un des rôles importants du couple CXCR4-SDF1 dans les cancers concerne  la 
dissémination des métastases [110, 112]. En effet, la dissémination  métastatique 
est un processus qui comprend plusieurs étapes qui impliquent chacune le récepteur 
CXCR4, c’est-à-dire l’angiogenèse, l’invasion à travers la matrice extracellulaire, la 
traversée de la membrane vasculaire basale, l’entrée dans la circulation sanguine et 
le voyage vers de nouveaux sites métastatiques à des organes spécifiques [104]. 
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Aussi, dans le cas du cancer du sein, les cellules surexprimant CXCR4 vont 
préférentiellement migrer vers les organes secondaires présentant les plus fortes 
concentrations de SDF-1: le foie, les poumons, la moelle osseuse, le cerveau et les 
ganglions [110]. De ce fait, CXCR4 est une cible très importante dans le 
développement thérapeutique contre le cancer. 
1.6.3  La structure du récepteur CXCR4 
CXCR4 est un récepteur transmembranaire de 352 acides aminés qui suit le modèle 
général des RCPG, comprend une partie N-terminale extracellulaire de 39 acides 
aminés et d’une extrémité C-terminale cytoplasmique de 45 acides aminés [113]. 
Le repliement principal du récepteur consiste en un cylindre de 7 hélices alpha 
transmembranaires communes aux RCPG, sauf que les parties extracellulaires des 
hélices alpha tendent à s’incurver vers le centre de l’axe, significativement plus (par 
9 Angströms) que chez un récepteur typique comme le β2AR. Autre particularité : 
l’hélice alpha II se contorsionne d’une façon beaucoup plus prononcée que la 
normale au niveau de la proline 92, ce qui cause une déformation sur la boucle 
extracellulaire correspondante [113]. De plus, l’hélice alpha VII est 
significativement plus longue (près de deux tours) que dans les RCPG typiques, ce 
qui permet au résidu Cys274 de former un pont disulphide avec le résidu Cys28 
dans la partie N-terminale du récepteur [114]. 
1.6.4 L’activation du récepteur CXCR4 
Suite à la liaison de son ligand SDF-1, le récepteur induit le déplacement orienté 
des cellules dans l’organisme en plusieurs étapes, par une cascade signalétique 
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complexe (65). Lors de l’interaction initiale, les résidus 12 à 17 de la chimiokine 
vont interagir avec les résidus 2 à 36 du récepteur, ce qui provoque un changement 
conformationel et augmente l’affinité des acides aminés 1-8 de la chimiokine avec 
les résidus Asp187 et Glu268 des boucles extracellulaires de CXCR4 [115-117]. Le 
motif DRY de CXCR4, un pivot important hautement conservé, permet alors les 
changements de conformation nécessaires à l’activation du récepteur [118, 119]. 
1.6.5 La cascade de signalisation du récepteur CXCR4 
Ayant adopté sa forme active, CXCR4 interagit avec les protéines G 
hétérotrimériques (Figure 1.9). La signalisation passe soit via  l’activation des 
protéines G alpha-i [120]  et l’inhibition de l’adénylate cyclase, ce qui diminue la 
production de l’AMP cyclique et active les tyrosines kinases de type Src, ou alors 
passe par l’activation de la protéine G alpha-g, laquelle produit une cascade 
signalétique par sa modulation du relâchement calcique.  
Dans les deux cas, le dimère Gβγlibre active ensuite la phospholipase Cβ (PLCβ), 
(RAK) ainsi que la phosphatydylinositol 3’-kinase (PI3K), des cibles qui sont 
importantes dans la chimiotaxie des lymphocytes, notamment  par la modulation de 
la contractilité de la myosine, mais aussi dans la régulation de l’adhésion cellulaire 
et dans le contrôle de l’expression de plusieurs gènes en liens avec la migration 
dirigée ([80, 121-123]). 
Le récepteur CXCR4 est aussi capable de signaliser de façon indépendante des 
protéines G. En effet, il a été démontré que l’activation du récepteur provoque 
l’association et l’activation de JAK2 et JAK3, lesquelles permettent le recrutement 
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et la phosphorylation de plusieurs membres de la famille STAT [124]. De plus, la 
liaison du ligand SDF-1 provoque des interactions entre le récepteur CXCR4 et 
différentes GRKs, soit GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6.  
Ces interactions sont nécessaires pour le recyclage rapide de CXCR4. En effet, 
c’est la phosphorylation de la queue C-terminale de CXCR4 par GRK3 et GRK6 
qui permet  le recrutement de la β-arrestine, une molécule responsable de la 
désactivation de la signalisation des protéines G hétérotrimériques, et l’activation 
de ERK 1/2 [120, 125]. Subséquemment, la déphosphorylation de la β-arrestine 
provoque le recrutement des éléments responsables de l’endocytose du récepteur. 
[126]. Ce processus de relocalisation et de recyclage du récepteur CXCR4 induit 
par la β-arrestine est important pour la chimiotaxie. En effet, les lymphocytes issus 











Figure 1.9    Représentation schématique des voies de signalisation de CXCR4. 
(Figure provenant de Murphy et al, 2000) 
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1.6.6 L’homodimérisation des récepteurs CXCR4 
Il est fréquent que les récepteurs de chimiokines forment des homodimères et des 
hétérodimères fonctionnels [124, 128]. Le récepteur CXCR4 ne fait pas exception, 
et possède la capacité de former des homodimères CXCR4-CXCR4. Toutefois, 
bien que de nombreuses études suggèrent que l’homodimérisation de CXCR4 se 
fait de façon constitutive [128-131]), cette conclusion demeure controversée. Par 
exemple, plusieurs indices suggèrent que la liaison du ligand SDF-1 serait 
nécessaire à l’homodimérisation de CXCR4 [132], une hypothèse qui est supportée 
par l’examen de la structure cristallographique du dimère CXCR4 [113]. 
1.6.7 CXCR4 dans la domiciliation vers la niche osseuse. 
Le phénomène de migration et de rétention  dans la moelle est appelé domiciliation. 
Or, le processus de domiciliation des cellules requiert la chimiotaxie vers SDF-1 
permise par CXCR4 [133-135]. En effet, la chimiokine SDF-1 est exprimée par les 
cellules de la moelle osseuse (ostéoblastes immatures, cellules stromales et 
endothéliales, cellules souches, etc.) afin de retenir  et d’ancrer les cellules souches 
hématopoïétiques [136-138].  Ce processus est exploité notamment pour permettre 
la domiciliation des cellules provenant des greffes de moelle. La niche fournit 
ensuite les conditions structurales et environnementales propices pour la protection 
et la survie de ces cellules [139]. 
Des sous-populations des cellules leucémiques métastatiques peuvent, par le même 
principe, être dirigées et séquestrées dans la niche osseuse [140-142]. Ancrées dans 
la niche, elles bénéficient d’une protection provenant des cellules stromales qui les 
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protègent de l'apoptose induite par la chimiothérapie [142, 143]. Cet ancrage dans 
la niche diminue donc l'efficacité des traitements anticancéreux, dégrade le 
pronostic et augmente les chances de rechute [144, 145]. 
Les mécanismes impliqués dans la protection offerte par la niche sont complexes. 
Ils impliquent  la participation de plusieurs cytokines, chimiokines et molécules 
d'adhésion [146]. Toutefois, la chimiokine SDF-1 et son récepteur, CXCR4, ont été 
isolés en tant que régulateurs critiques des interactions entre les cellules 
leucémiques et les cellules stromales [145, 147].  
Ces observations ont mené au ciblage du récepteur CXCR4, longtemps considéré le 
seul récepteur pour le ligand SDF-1, par des antagonistes sélectifs. Et ce, dans le 
but de rendre les cellules leucémiques vulnérables aux traitements 
chimiothérapiques. 
1.6.8 L’inhibition de CXCR4 par des molécules synthétiques 
Étant donné que les interactions des cellules tumorales avec l'environnement de la 
niche de la moelle osseuse provoquent des conditions qui rendent les cellules 
cancéreuses résistantes aux agents thérapeutiques et que les niveaux d'expressions 
élevés de CXCR4 ont été reliés à de mauvais pronostics [50], plusieurs groupes de 
recherche ont entrepris  de tenter de bloquer ou d'inhiber le récepteur CXCR4 avec 
des molécules sélectives [57, 148]. 
Le premier composé artificiel à avoir donné des résultats satisfaisants dans le 
blocage sélectif de CXCR4 est l'AMD3100, un inhibiteur de CXCR4 [149] qui 
induit l'interruption des interactions des cellules hématopoïétiques ancrées dans la 
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niche envers les cellules stromales, et provoque leurs relâchements dans la 
circulation in vivo [148, 150]. Il a été démontré que cette mobilisation augmente 
significativement la sensibilité des cellules cancéreuses ciblées envers les 
traitements chimiothérapiques [57] et a pu augmenter les quantités de cellules 
cancéreuses apoptotiques in vivo.  Malheureusement, cette technique n'est pas 
suffisamment sélective, et provoque la mobilisation de grandes quantités de cellules 
progénitrices saines provenant de la moelle [151], une situation qui n'est pas 
soutenable à long terme.  
Plusieurs autres composés ont été utilisés par la suite, avec des résultats similaires. 
Ceci inclut, par exemple, les agonistes inverses de CXCR4 T140 et TC14012, qui 
ont pour effet d’occuper le site de liaison de SDF-1 sur le récepteur CXCR4 et de 
bloquer complètement la migration des cellules leucémiques vers SDF-1 [152]. 
Ceci inclut également les peptides dérivés de la protéine inflammatoire des 
macrophages 2 (par exemple : le RCP168) qui sont parvenus à augmenter la 
vulnérabilité des cellules cancéreuses traités envers les agents thérapeutiques, et 
l'AMD3465, un inhibiteur de CXCR4 de seconde génération qui produit des effets 
similaires au AMD3100, mais à de plus faibles concentrations [153].  
 
Figure 1.10 Structure de l’AMD 3465, antagoniste synthétique de CXCR4 basé sur 





1.6.9  CXCR4 comme marqueur de pronostic 
Jusqu'à la découverte récente de CXCR7, le SDF-1 était considéré comme l’unique 
ligand biologique de CXCR4, et CXCR4 était considéré le récepteur exclusif de 
SDF-1. Aussi, étant donné son rôle prédominant dans la chimiotaxie, l’adhésion 
cellulaire et l’angiogenèse dans le cancer, plusieurs équipes de recherche ont tenté 
d’utiliser l’expression du récepteur CXCR4 comme marqueur de pronostic [89]. 
C’est ainsi qu’une forte expression de CXCR4 a été reliée à l’agressivité 
métastatique, l’invasion tumorale et le mauvais pronostic de plusieurs types de 
cancer, tel que le cancer du sein, de l’estomac, des poumons, de la tyroïde, du 
cerveau, des os, du pharynx, du pancréas et de la peau. Toutefois, malgré le lien 
entre la surexpression de CXCR4 et le phénotype métastatique, la corrélation entre 
le niveau d’expression de CXCR4 et l’efficacité de migration reste controversée 
[154] et la seule valeur de l’expression de CXCR4 n’a jamais produit de corrélation 
suffisamment fiable pour que l’on s’en serve comme marqueur de prédisposition 
métastatique clinique [155-159] 
Globalement, le niveau d’expression de CXCR4 reste donc une donnée insuffisante 
pour une utilisation pratique au niveau clinique et le récepteur reste une cible 
insuffisamment exploitée.  
1.7  Le récepteur CXCR7 
La vision de l’exclusivité des relations entre CXCR4 et SDF-1 a pris fin avec 
l’identification d’un second récepteur sensible à la chimiokine SDF-1, le récepteur 
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CXCR7. Découvert dans le début des années 1990, ce récepteur couplé aux 
protéines G (RCPG) provient du clonage d’une librairie d’ADNc de la thyroïde de 
chien [160]. Anciennement nommé RDC1 (Receptor Dog cDNA) et longtemps 
considéré comme un récepteur orphelin, ce n’est qu’en 2005 que la chimiokine 
SDF-1 a été identifiée comme son ligand biologique [91, 161]. Le récepteur 
(renommé CXCR7) bouleverse le domaine d’étude de la chimiotaxie.  
La raison pour cela est que l’interprétation des effets biologiques de SDF-1 
nécessite désormais de prendre en considération les deux récepteurs de la 
chimiokine [67]. Ceci signifie que de nombreuses observations et de nombreuses 
conclusions obtenues par le passé concernant le rôle du couple CXCR4/SDF-1 
doivent être réexaminées, étant donné la présence d’une cible alternative pour la 
chimiokine SDF-1 [38]. 
1.7.1 La Structure du récepteur CXCR7 
CXCR7 est un récepteur à sept domaines transmembranaires de la même famille 
que CXCR4. Tout comme CXCR4, son extrémité amino-terminale se trouve dans 
le milieu extracellulaire et sa queue C-terminale se trouve dans le milieu 
intracellulaire. Contrairement à CXCR4, CXCR7 ne possède pas de motif conservé 
DRYLAIV dans sa deuxième boucle extracellulaire. Ce motif est habituellement 
nécessaire pour le couplage avec les protéines G hétérotrimériques et leur activation 
subséquente chez la majorité des récepteurs de chimiokines. Il possède plutôt un 
motif DRYLIST, similaire à celui du récepteur CXCR6 [162]. Cela n’explique 
cependant pas l’absence de signalisation intracellulaire par les RCPG’s, car le motif 
DRYLIST permet la signalisation classique dans CXCR6.   
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Chez l’humain, CXCR7 se retrouve sur le chromosome 2, au même endroit que les 
gènes qui encodent les récepteurs CXCR1, CXCR2 et CXCR4. L’homologue du 
CXCR7 humain chez la souris se trouve sur le premier chromosome, également 
près des gènes encodant CXCR2 et CXCR4. Aussi, le CXCR7 de souris possède 
une similarité de séquence de 91 % avec le CXCR7 humain.  
En plus de SDF-1/CXCL12 et contrairement à CXCR4, CXCR7 possède la 
capacité de lier I-TAC/CXCL11. Toutefois, cette liaison se fait avec une affinité dix 
fois moindre [160]. L’internalisation de CXCR7 a été démontrée, mais le processus 
semble fonctionner sans la participation des protéines G [163].  
1.7.2 L’expression du récepteur CXCR7 
CXCR7 est exprimé dans plusieurs types de cellules hématopoïétiques, telles que 
les monocytes, les lymphocytes B, les lymphocytes T, les neutrophiles et leurs 
précurseurs respectifs [164, 165]. Le CXCR7 est aussi présent dans de nombreux 
tissus tels que le cœur, les os, le cerveau, les reins, les poumons, les ovaires, dans 
les cellules endothéliales du système vasculaire et dans les neurones du système 
nerveux central. [164-168]). Dans la souris, CXCR7 est particulièrement exprimé 
dans les lymphocytes B et dans les cellules marginales de la rate [164]. Le niveau 
d’expression de CXCR7 peut varier de façon importante entre différentes cellules. 
Dans plusieurs cellules progénitrices, le niveau d’expression de CXCR7 corrèle 
avec le stade de différentiation [165].  
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1.7.3 L’expression de CXCR7 dans le cancer 
Il a été observé qu’une grande variété de cellules cancéreuses surexpriment le 
récepteur CXCR7 [161].  Les cellules du cancer du sein et du cancer du poumon 
qui possèdent un potentiel métastatique élevé ont également  une expression élevée 
de CXCR7 [169]. La surexpression de CXCR7 peut également être corrélée avec le 
potentiel prolifératif des cellules cancéreuses, ainsi qu’avec leurs capacités à la 
vascularisation et avec la fréquence des métastases [170]. L’expression de CXCR7 
est très élevée à la surface de cellules tumorales cervicales, du colon et les sarcomes 
[38]. Le CXCR7 est également surexprimé dans le cas des métastases agressives, et 
dans les tumeurs dont la croissance est jugée rapide [171, 172]. De plus, 
l’expression de CXCR7 semble être particulièrement élevée dans les pathologies 
auto-immunes, incluant la scléroses en plaque, les rhumatismes et l’arthrite  [173], 
[174]. Aussi, les cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins associés aux 
tumeurs expriment CXCR7, ce qui n’est pas le cas des cellules endothéliales 
normales [161]. 
1.7.4  La signalisation atypique du récepteur CXCR7 
Il a été observé que bien que CXCR7 fasse partie de la famille des récepteurs de 
chimiokine, il ne signalise pas de la façon classique qui est généralement associée à 
la chimiotaxie. En effet, les récepteurs de chimiokines couplés aux protéines G 
signalisent habituellement exclusivement par les protéines G hétérotrimériques, 
plus particulièrement par les protéines de la famille Gi (lesquelles provoquent 
l’inhibition de l’adénylate cyclase) et sont subséquemment désensibilisés par 
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l’association avec la β–arrestine, laquelle bloque les activations subséquentes des 
protéines G. Or, le récepteur CXCR7 ne suit pas ce modèle. La liaison du ligand 
SDF1 au récepteur CXCR7 ne produit pas l’activation des protéines G, ne provoque 
pas l’inhibition de l’adénylate cyclase, ne provoque pas la mobilisation du calcium 
intracellulaire et ne provoque pas la migration cellulaire [161, 166, 175, 176].Le 
CXCR7 interagit physiquement et constitutivement avec la protéine Gαi, mais ne 
l’active pas [166].  
Cette incapacité à relayer le signal intracellulaire par les voies habituellement 
associées aux RCPG’s à contribué catégoriser le récepteur CXCR7 en tant que 
récepteur silencieux (ou « decoy ») [177], mais cette hypothèse a depuis été réfutée 
par de nombreuses études qui ont démontré que le récepteur CXCR7 possède une 
certaine forme de signalisation [175, 177-181], ainsi qu’un rôle important dans la 
chimiotaxie [105, 161, 164, 166, 181-183] 
1.7.5    Le recrutement de la β-arrestine par le récepteur CXCR7 
Un indice sur la méthode de régulation exercée par CXCR7 a été découvert en 
2009, lorsque qu’il a été démontré que la liaison d’un agoniste de CXCR7 (incluant 
SDF-1) provoque le recrutement de la β-arrestine au récepteur [184]. La β-arrestine 
est habituellement mise en cause dans l’interruption du signal des protéines G, et 
l’activation de la β-arrestine par les « G-protein-coupled receptor kinases » (GRKs) 
produit habituellement des interactions avec les clathrines qui provoquent 
l’endocytose des récepteurs, ce qui facilite leur retrait de la surface cellulaire, un 
mécanisme qui a été confirmé dans le cas de CXCR7 [185]. Toutefois, il est aussi 
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possible que le recrutement de la β-arrestine provoque des cascades signalétiques, 
par exemple via l’activation de MapKinases tel que les MAPK 42/44 [186]. Cette 
hypothèse est confirmée par l’observation que le recrutement de la β-arrestine 2 par 
CXCR7 provoque non seulement l’internalisation du récepteur, mais aussi la 
phosphorylation des MAPK ERK, et ce, de façon indépendante des protéines G 
[179, 187, 188].   
1.7.6   L’hétérodimérisation du récepteur CXCR7 avec CXCR4 
Les récepteurs de chimiokines sont reconnus pour leur capacité à dimériser et 
oligomériser d’une façon qui régule la fonction de la chimiotaxie [189-191]. En 
2009, il a été observé que la coexpression de CXCR7 avec CXCR4 module la 
signalisation par les protéines G via la création d’hétérodimères CXCR7-CXCR4. 
Ces hétérodimères sont capables de changements conformationels, mais 
l’association de CXCR7 avec CXCR4 inhibe l’activation des protéines Gi et bloque 
la signalisation habituellement associée avec CXCR4 [166]. Il est donc possible 
que l’expression de CXCR7 module directement les fonctions de CXCR4. Ces 
observations sont supportées par les travaux de Décaillot et al, qui démontrent que 
la co-expression de CXCR7 avec CXCR4 provoque des hétérodimères qui recrutent 
constitutivement la β-arrestine [181]. De plus, bien que l’activation des protéines Gi 
soit fortement inhibée dans les complexes CXCR4-CXCR7, la chimiotaxie vers 
SDF-1 se retrouve paradoxalement augmentée. Ceci s’explique potentiellement par 
les voies de signalisation de ERK1/2, p38 MAPK et de la SAPK, qui sont toutes 
augmentées par l`hétérodimérisation de CXCR4 et CXCR7 et abrogées par la 
déplétion de la β–arrestine par des RNAi ou par l’élimination de CXCR7 [181].  
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1.7.7   Le recyclage de CXCR7 et la régulation du SDF-1 
Il est possible que l’une des fonctions régulatrices de CXCR7 soit l’internalisation 
et la dégradation de la chimiokine SDF-1. En effet, il a été démontré que la liaison 
du SDF-1 à CXCR7 provoque  l’internalisation du couple et la relocalisation de 
SDF-1 vers les lysosomes (ou la chimiokine est ensuite dégradée) [91, 163, 192].  
Ce processus est abrogé et l’internalisation de SDF-1 est diminué dans les cellules 
qui sont traitées par des inhibiteurs de clathrines ou qui ne possèdent pas de β–
arrestine, la molécule de signalisation de CXCR7 [185]. Ces observations ont été 
confirmées par plusieurs projets de recherches, qui ont démontré que le récepteur 
CXCR7 pouvait provoquer l’internalisation et la dégradation rapide d’une quantité 
significative de chimiokines [163, 185]. Le récepteur CXCR7 est subséquemment 
recyclé et retourné vers la surface cellulaire, d’une façon suffisamment rapide pour 
maintenir les niveaux de CXCR7 membranaire stables. La vitesse et la saturation de 
ce processus de dégradation de SDF-1 sont directement proportionnelles aux 
quantités exprimées de récepteurs CXCR7, ce qui suggère que l’un des rôles de 
CXCR7 pourrait être la régulation  des quantités de SDF-1 en circulation libre dans 
le milieu extracellulaire [185].  
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1.7.8  L’implication de l’expression du récepteur CXCR7 pour les 
fonctions du CXCR4 
Plusieurs des indices accumulés jusqu’ici sur le rôle de CXCR7 suggèrent que 
l’expression de CXCR7 puisse exercer une modulation sur la voie de CXCR4–
SDF-1. En effet, le CXCR7 interagit constitutivement avec la protéine G𝛼i (la cible 
signalétique de CXCR4), et il est possible que l’expression de CXCR7 régule la 
disponibilité de la G𝛼i pour CXCR4. Le CXCR7 surexprimé forme également des 
hétérodimères avec CXCR4 in-vivo d’une façon qui affecte fortement la 
signalisation de CXCR4 en réponse à SDF-1. Bien que l’existence de ces dimères 
in vivo ne soit pas encore démontrée, il est concevable que l’expression de CXCR7 
module l’activation et la signalisation de CXCR4-SDF-1 par un processus 
d’hétérodimérisation. Le niveau d’expression de CXCR7 contrôle également la 
vitesse de la dégradation du SDF-1 disponible dans l’espace extracellulaire, le 
ligand naturel de CXCR4. L’activation de CXCR7 provoque également le 
recrutement de la β-arrestine, un élément reconnu pour abroger la signalisation par 
les protéines G. Ce processus se produit de façon constitutive lorsque le CXCR7 
dimérise avec CXCR4, et provoque l’internalisation des deux récepteurs. Il est donc 
possible que CXCR7 contrôle l’activation et l’internalisation de CXCR4 via le 
recrutement de la β-arrestine. La présence de CXCR7 a également été mise en lien 
avec le contrôle des niveaux d’expression du récepteur CXCR4 [193]. De plus, il a 
été suggéré que l’abrogation de CXCR7 provoquait une augmentation significative 
des niveaux extracellulaires de SDF-1, un processus qui provoque éventuellement 
l’endocytose et l’internalisation de CXCR4 [193]. Ensembles, ces observations 
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suggèrent que le CXCR7 pourrait contrôler la voie de signalisation entre CXCR4 et 
SDF-1.  
1.7.9 Polémique concernant l’inhibition de CXCR7 
Étant donné la tendance à surexprimer CXCR7 que possèdent les tumeurs 
hautement agressives, invasives et métastatiques (voir la section  1.4.4.3 : 
L’expression de CXCR7 dans le cancer), le récepteur CXCR7 a rapidement été 
classé en tant que facteur pro-tumoral (d’une façon similaire à CXCR4), et de 
nombreux ligands synthétiques ciblant spécifiquement CXCR7 ont été développés à 
des fins thérapeutiques. Ces ligands synthétiques spécifiques à CXCR7, dont le 
CCX451, le CCX754 et le CCX771, ont été créés de façon à agir d’une façon 
antagoniste en se liant avec une haute affinité au récepteur CXCR7 et empêchent 
ainsi le SDF-1 de s’y attacher. Dans le modèle murin, le traitement par CCX754 a 
été corrélé avec des tumeurs significativement plus petites [161]. Ces observations 
sont supportées in vitro, alors que le CCX754 ralentit la croissance des tumeurs. 
Une seconde étude a également démontré que le CCX754 inhibe la croissance 
cellulaire et induit l’apoptose des cellules T immortalisées du virus T-
lymphotropique humain lors de leurs interactions avec le récepteur CXCR7 [174]. 
Dans les astrocytes, le blocage de CXCR7 par CCX754 abolit la signalisation 
dépendante de SDF-1 [175]. 
Toutefois, il a été démontré (par la suite) que les ligands de CXCR7 agissent en tant 
qu’agonistes sur la voie de la β-arrestine. En effet, il a été démontré que la liaison 
d’au moins un ligand synthétique de CXCR7, le CCX771, induit directement le 
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recrutement de la β-arrestine à CXCR7, de la même façon que le ferait le ligand 
naturel du récepteur. De plus, cette molécule active la signalisation de CXCR7 avec 
un EC50 de 2,8 nM, (comparativement à 52 nM pour SDF-1) [187]. Cette 
observation fait donc de CCX771 un agoniste. Et, de plus,  cet agoniste de CXCR7 
inhibe la migration transendothéliale des cellules empruntant l’axe SDF-1/CXCR4 
d’une façon plus efficace que l’antagoniste du récepteur CXCR4, l’AMD3100 
[188], pourtant un inhibiteur puissant utilisé commercialement pour causer le 
relâchement des cellules hématopoïétiques ancrées dans la moelle.  
1.7.10  Polémique concernant le rôle de CXCR7 dans la migration 
vers SDF-1 
L’implication de CXCR7 dans la migration dirigée des cellules reste controversée. 
Les résultats de plusieurs équipes de recherches démontrent que CXCR7 n’induit 
pas la chimiotaxie [161, 176, 187] . Mais les observations amassées par de 
nombreux autres projets de recherche suggèrent paradoxalement que CXCR7 joue 
un rôle important dans le contrôle de la migration dirigée vers SDF-1 [91, 178, 181, 
193, 194].  
De plus, la classification de CXCR7 en tant que facteur pro-métastatique provient 
en grande part de la surexpression observée de ce récepteur dans les cellules 
cancéreuses hautement métastatiques [170, 195, 196]. Toutefois, le fait que CXCR7 
soit hautement exprimé dans les cellules tumorales agressives et métastatiques ne 
signifie pas que CXCR7 soit responsable de ce comportement. Ces mêmes cellules 
tumorales surexpriment habituellement CXCR4, et le fait qu’un agoniste de 
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CXCR7 provoque les mêmes réactions physiologiques qu’un antagoniste de 
CXCR4 suggère que CXCR7 possède une fonction modulatrice contraire à celle de 
CXCR4, ce qui a été révélé par des observations in vivo [197]. 
Le rôle de CXCR7 dans la chimiotaxie vers SDF-1 n’a donc pas encore été 
clairement établi et la conséquence du niveau d’expression de CXCR7 sur le 
potentiel de migration des cellules reste mal exploré.  
Le fait que le récepteur CXCR7 interagisse avec de nombreux éléments de la voie 
de signalisation de CXCR4/SDF-1 (voir section 1.4.3.8 : Implication de 
l’expression de CXCR7 pour les fonctions de CXCR4) suggère toutefois que 
l’expression de CXCR7 est un élément important dans la régulation de l’axe 
CXCR4/SDF1, ce qui en fait un sujet d’étude très prometteur.  
1.8 Problématique 
La chimiokine CXCL12/SDF-1 est fermement établie comme étant responsable de 
la chimiotaxie et de la migration transendothéliale des cellules hématopoïétiques. 
Son implication dans plusieurs mécanismes clef du cancer, tel que dans la 
dissémination des métastases et dans la migration des cellules cancéreuses vers la 
niche hématopoïétique, (un phénomène qui a pour conséquence de protéger les 
cellules tumorales de la chimiothérapie) [40, 108, 109, 198] fait de l’étude des deux 
récepteurs de SDF-1 une priorité. 
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La découverte du récepteur CXCR7 comme cible alternative de SDF-1 incite à 
réviser les conclusions tirées sur le couple CXCR4-SDF-1 et ouvre la porte à une 
compréhension accrue du contrôle de la chimiotaxie. 
Toutefois,  cette étude est complexifiée par le fait que le récepteur CXCR7 est un 
récepteur atypique qui ne signalise pas par la voie classique des RCPG’s. Elle est 
également complexifiée par la découverte que des agonistes inverses de CXCR4 
tels que le TC14012 et des antagonistes tels que l’AMD3100 produisent un effet 
agoniste sur la voie des β–arrestine de CXCR7 [188]. Il est donc nécessaire de 
revoir le rôle de CXCR7 dans la chimiotaxie et d’étudier les conséquences de sa 
surexpression sur la migration dirigée par le couple SDF-1/CXCR4.  
1.9 Projet de Recherche 
Dans ce projet de recherche, nous étudions la possibilité que la mesure du niveau 
d’expression quantitatif de CXCR4 et de CXCR7 permette d’obtenir des 
informations pertinentes sur le comportement physiologique des cellules 
leucémiques, et plus particulièrement sur l’efficacité de leurs chimiotaxie vers un 
gradient de SDF-1 
Le premier objectif de ce projet est donc de mesurer l’expression de CXCR4 et 
CXCR7 au niveau de l’ARNm dans plusieurs lignées de cellules leucémiques 
différentes  de façon à vérifier l’existence d’un lien entre le niveau d’expression des 
récepteurs de SDF-1 et le potentiel de migration chimiotactique des cellules vers 
SDF-1.  
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Le second objectif de ce projet est de mesurer l’expression de CXCR4 et de 
CXCR7 au niveau de la protéine dans plusieurs lignées leucémiques de façon  à 
vérifier l’existence d’un lien entre les quantités de récepteurs présents dans les 
cellules et leurs potentiels de migration chimiotactique vers SDF-1.  
Un objectif secondaire de ce projet est d’examiner la possibilité que la mesure du 
niveau d’expression relatif des deux récepteurs (l’un par rapport à l’autre) puisse 
produire des informations pertinentes sur le potentiel de chimiotaxie des cellules 
leucémiques.  
Ce projet de recherche contribuera à déterminer le rôle de CXCR7 et les 







2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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2.0 MATERIEL ET METHODES 
Modèle expérimental 
Les membranes microporeuses servent de modèle efficace pour mesurer l’ampleur 
de la migration chimiotactique des leucocytes. Dans ce modèle, un puits de 
migration est séparé horizontalement en deux compartiments par une membrane  
microporeuse. Les cellules placées dans la chambre supérieure migrent au travers 
des pores de la membrane vers la chimiokine SDF-1 contenue dans la chambre 
inférieure. Après une période d’incubation de 3 heures, la membrane supérieure est 
retirée et le nombre de cellules qui ont migré vers le compartiment inférieur est 
mesuré. 
 
Figure 2.1. Illustration du modèle expérimental choisit pour mesurer le potentiel de    
chimiotaxie vers la chimiokine SDF-1 des cellules leucémiques. (Figure provenant de 
Inoue et al 2007) 
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Lignées cellulaires et conditions de culture 
Les lignées cellulaires leucémiques humaines REH, K562, CEM et HEK ont été 
utilisés dans ce projet de recherche. La lignée cellulaire REH est composée de 
cellules lymphoïdes progénitrices qui sont bloquées à un stade de différentiation en 
aval des lymphocytes B (DSMZ NºACC22). La lignée cellulaire K562 est composée 
de cellules myéloïdes progénitrices qui peuvent se différentier en granulocytes ou 
en érythrocytes (DSMZ NºACC10). La lignée cellulaire CEM et la lignée cellulaire 
Jurkat sont composées de cellules lymphoblastes T (DSMZ NºACC240 et DSMZ 
NºACC282). La lignée cellulaire 697 est composée de cellules megacaryoblastes 
(DSMZ NºACC697). La lignée cellulaire Jurkat est composée de cellules 
megacaryoblastes (DSMZ NºACC697).La lignée cellulaire HEK est composée de 
cellules embryonique de rein (DSMZ NºACC305). Les cellules REH, K562 et CEM 
ont été maintenues dans du RPMI1640, supplémenté avec 10 % de sérum fœtal 
bovin et 1 % Streptomycin/Pénicilline. Les cellules HEK ont été maintenues dans 
du DMEM supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin et 1% 
Streptomycin/Pénicilline. Tous les millieux de cultures ont été maintenus à 37 °C à 






Figure 2.2. Illustration du stade de différentiation des différentes lignées cellulaires 
leucémiques analysées dans le projet de recherche. (Figure provenant de Regenerative 
medecine, 2006)
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Détection et mesure de l’expression  des récepteurs de chimiokines 
par cytométrie en flux 
La quantité de récepteurs situés à la surface membranaire et à l’intérieur des 
cellules a été mesurée par cytométrie en flux. 5 x 106 cellules ont été incubées avec 
l’anticorps approprié durant 30 minutes à  4 °C dans le PBS avec 0.5 %  BSA. Elles 
ont ensuite été lavées dans le même tampon. Après lavages, les cellules ont été 
resuspendues et fixées dans du paraformaldéhyde 0.5 % , incubées à 4 °C pour 10 
minutes, et analysées en utilisant un appareil FACScalibur par l’examen de la 
fluorescence de 1 X 104 cellules par échantillon.  Les anticorps monoclonaux de 
souris antihumains suivants, provenant tous de R&D Systems (Abingdon, United 
Kingdom), ont été utilisés pour le marquage des récepteurs : IgG2A (APC)-
conjugué anti-CXCR4 (clone 12G5), IgG2A (PE)-conjugué anti-CXCR4 (clone 
12G5), IgG2A (APC)-conjugué anti-CXCR7/RDC-1 (clone 358426), IgG2A (PE)-
conjugué anti-CXCR7/RDC-1 (clone 358426) et IgG2A (APC)-conjugué anti-
CXCR7/RDC-1 (clone 11G8). 
Cytométrie en flux quantitative (CMFQ)  
La méthode de quantification en immunofluorescence directe 
Quantibrite® (BD Biosciences) 
La méthode Quantibrite® de Becton Dickinson a été utilisée pour obtenir une 
mesure quantitative absolue qui convertit une mesure relative de la fluoréscence en 
nombre de sites antigéniques par cellule. Pour ce faire, la fluorescence relative 
moyenne (MFI) des récepteurs à quantifier est convertie en unités stœchiométriques 
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de molécules de fluorochrome en solution (unités MESF) et ensuite rapportée par 
référence à une courbe standard de billes couplées à des quantités connues et 
croissantes de phycoérythrine 11. Cette méthode donne directement des résultats en 
nombre de molécules d’anticorps fixées à la surface de la cellule. Un tube de billes 
lyophilisées “BD Quantibrite™ PE Beads” a été suspendue dans 0.5ml de tampon 
PBS +0.5 % BSA et passé au cytomètre de flux pour chaque expérience. 10 000 
évènements ont été comptés par le cytomètre, les cellules viables ont été 
sélectionnées sur les axes FSC (volume) et SSC (forme) du cytomètre et l’axe FL2 
a été convertie en molécules PE liés par cellules grâce aux quantités connues de 
phycoérythrine sur les billes. Dans cette étape, nous assumons que les anticorps 
utilisés sont couplés à une seule molécule de phycoérythrine (dit 1/1). 
 
Cette méthode est limitée par l’exclusivité de la quantification en PE (les billes de 
quantifications ne sont pas disponibles en APC). Cette méthode a été utilisée avant 
chaque journée d’expérimentation. Elle n’a pas été utilisée dans les expériences qui 
impliquent d’autres éléments qui émettent de la fluoréscence dans l’axe FL-2 (par 
exemple, le tag rapporteur –YFP des plasmides de transfections), ce qui explique 
que les mesures dans les K562 soient largement présentés en MFI plutôt qu’en 




Le kit BD Cytofix/Cytoperm™ a été utilisé pour la fixation et la perméabilisation 
simultanée des cellules préalablement au marquage des récepteurs intracellulaires. Les 
cellules ont été resuspendues dans 250 uL de la solution BD Cytofix/Cytoperm™ et 
incubées à 4 ᴼC durant 20 minutes. Les cellules ont ensuite été lavées à deux reprises 
dans la solution BD Perm/Wash™, une solution tampon utilisant la saponine pour 
maintenir la perméabilisation cellulaire, et marquées par des anticorps fluorescents. 
L’efficacité de la perméabilisation a été examiné par  l’utilisation d’un marqueur 
fluorescent lié à la phalloïdine, une toxine qui se lie spécifiquement aux filaments 
du cytosquelette (et qui ne peut pas pénétrer la cellule sans perméabilisation 
cellulaire préalable). On observe que la méthode BD Cytofix/Cytoperm™ est 
efficace pour perméabiliser les cellules dans le cadre d’un marquage intracellulaire 
(Figure 3.2.1), c’est donc cette méthode qui a été choisie pour les expériences 
suivantes de notre étude. On observe également qu’une préfixation avec le 
formaldéhyde (même à une faible dose de 0.1 %) permet la perméabilisation des 
cellules. Ceci explique que la préfixation ne soit pas utilisée dans les marquages de 
ce projet de recherche. 
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Figure 2.3 Détection de la phalloïdine dans le milieu intracellulaire des cellules 
K562 en fonction de la technique de perméabilisation utilisée. A. Mesure par 
cytométrie en flux de l’intensité de la fluorescence moyenne (MFI) dans les bandes 
FL2 (correspond au fluorochrome PE) de 5x106 cellules K562 sans 
perméabilisation. Les cellules ont été incubées durant 30 minutes avec un marqueur 
phalloïdine couplé à un fluorochrome PE avant d’être lavées et examinées par 
FACScalibur. B. Mesure la MFI de 5x106 cellules K562 suite à la perméabilisation 
par le protocole Cytofix/Cytoperm™. Suite à la perméabilisation, les cellules ont 
été incubées 30 minutes avec de la phalloïdine couplée à un fluorochrome PE avant 
d’être lavées et examinées par FACScalibur. C. Mesure la MFI dans les bandes PE 
et APC (FL4 width) de 5x106 cellules K562 suite à une préfixation avec une 
solution de formaldéhyde 0.1 %. Suite à la préfixation, les cellules ont été incubées 
30 minutes avec de la phalloïdine couplée à un fluorochrome PE avant d’être lavées 
et examinées par FACScalibur. D. Mesure la MFI dans les bandes PE et APC (FL4 
width) de 5x106 cellules K562 suite à une perméabilisation puissante avec la 
solution de Lyse/Perm de BD. Suite à la perméabilisation, les cellules ont été 
incubées 30 minutes avec de la phalloïdine couplée à un fluorochrome PE avant 





Les cellules K562 ont été transfectées par le Nucleofector® Kit V d’Amaxa en 
utilisant le programme T-003 du nucléofecteur 2b de Lonza en accord avec les 
spécifications du manufacturier. Cette méthode de transfection a été sélectionnée à 
la suite d’essais d’optimisation parce qu’elle offrait à la fois le meilleur taux de 
transfection et la proportion de survie des cellules la plus élevée. 
Mesure de la chimiotaxie 
Les essais de migration ont été effectués sur des plaques de migration de 96 puits 
en utilisant des membranes de polycarbonates Neuroprobe® munies de pores de 5 
um. La chimiokine SDF1/CXCL12 utilisée provient de Peprotech Inc (Rocky Hill, 
NJ). Le SDF-1/CXCL12 a été dilué à des concentrations variées dans un tampon de 
migration composé de RPMI1640 contenant 0.2 % BSA. 29 ul de tampon de 
migration contenant la chimiokine ont été déposés dans chacun des compartiments 
inférieurs d’une plaque d’essais migratoire Chemicon QCM™ 5 μm 96-well 
migration assay plate (Millipore, Billerica, MA). Les cellules ont été affamées 
durant 1 heure dans un milieu RPMI1640 0.2 % BSA à 37°C avant la migration. 
Les cellules ont été resuspendues dans 25 ul de RPMI1640 0.2 % BSA et déposées 
dans le compartiment supérieur de chaque puits de migration. Les cellules ont 
ensuite pu migrer à une température de 37 °C et à une concentration de CO2  
contrôlée de 5 %  durant une période de 3 heures. La migration a été interrompue 
par le retrait de la chambre supérieure et l’aspiration des cellules non-migrées. 
L’activité migratoire a ensuite été mesurée par le comptage des cellules présentes 
dans la chambre inférieure et a été rapportée en tant qu’index de chimiotaxie en 
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divisant le pourcentage de cellules ayant migré vers le compartiment inférieur dans 
les contrôles. Étant donné les petits volumes impliqués et la quantité de puits de 
migration, un compteur cellulaire automatique TC10 de Biorad a été utilisé pour les 
essais les plus volumineux par souci de précision. 
Extraction d’ARN et RT-PCR 
L’ARN total présent dans les cellules hématopoïétiques a été extrait à l’aide du kit 
Trizol de Invitrogen. La technique de RT-PCR a ensuite été utilisée avec la 
polymérase GoTaq et la Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase de 
Invitrogen. Lors de la procédure, 1 Microgram d’ARN total a été transcrit 
inversément en ADNc, suivi d’une amplification en utilisant des amorces 
spécifiques pour le CXCR4  humain (5' CTCCAAGCTGTCACACTCCA 3' et 5' 
TCGATGCTGATCCCAATGTA 3'), et pour le CXCR7 humain (5' 
GCACTACATCCCGTTCACCT 3' et 5'AAGGCCTTCATCAGCTCGTA 3').  
Analyse statistique 
Les données de ce projet sont généralement rapportées en tant que moyenne ± 
SEM. Des méthodes de régression linéaire ont été utilisées pour analyser les 
graphiques. Des tests statistiques tels que le test de Pearson, le test T de Student et 
l’ANOVA à une voie ont été utilisés dans l’analyse des données. Le coefficient de 
corrélation de Pearson et son test associé permettent de mesurer et tester si deux 
variables continues distinctes  sont corrélées et la nature de 
cette corrélation. Toutes les statistiques ont été calculées en utilisant le logiciel 







3.1: Les récepteurs CXCR4 et CXCR7 sont exprimés à des 
niveaux différents dans différentes cellules leucémiques 
 
L’expression de CXCR4 et CXCR7 a été mesurée au niveau de l’ARN 
messager par RT-PCR dans plusieurs lignées leucémiques. Ces mesures sont 
non-quantitatives, car la luminosité des bandes obtenues avec l’ADN amplifié 
dépend du temps d’exposition (et de la méthode d’analyse). Les résultats sont 
donc obtenus en multiples de la luminosité du GAPDH, un gène rapporteur. De 
plus, le nombre de cycles utilisés pour l’amplification n’est pas le même pour 
les amorces de CXCR4 (23) et de CXCR7 (27). Cette technique nous permet 
donc uniquement de comparer l’expression des différentes lignées cellulaires 
entre-elles. 
Comme on peut l’observer sur la Figure 3.1, le patron d’expression au niveau 
de l’ARN messager diffère entre les lignées cellulaires. Les cellules REH, des 
petits lymphocytes pre-B, expriment plus fortement CXCR4 que les deux autres 
lignées, mais relativement peu de CXCR7. En comparaison, les CEM, des 
lymphocytes T, expriment moins de CXC4 que les REH, mais beaucoup plus de 
CXCR7. Les cellules K562, des cellules progénitrices myéloïdes, semblent 





Figure 3.1. Expression relative de CXCR7 et de CXCR4 au niveau de 
l’ARN messager dans les cellules leucémiques. A. Détection de l’expression 
de l’ARNm GAPDH, CXCR4 (X4) et CXCR7 (X7) sur gel d’agarose 1 % w/v 
marqué au bromure d’éthidium après amplification par PCR conventionnelle de 1ug 
d’ADN total en utilisant la polymérase GoTaq et la Moloney Murine Leukemia 
Virus Reverse Transcriptase de Invitrogen pour 23 cycles (GAPDH et CXCR4) et 
27 cycles (CXCR7) (N = 4). B. Intensité (Moyenne±ESM) de la fluorescence relative 
de l’ARNm CXCR4 et CXCR7 exprimé chez les lignées leucémiques après 
amplification par PCR et normalisation sur le gène rapporteur GAPDH (N = 4). 




























3.2 : Le récepteur CXCR4 est présent à la fois à la surface 
cellulaire et dans les compartiments intracellulaires, alors que le 
récepteur CXCR7 est presque entièrement localisé dans des 
compartiments intracellulaires 
La caractérisation de l’expression des récepteurs CXCR4 et CXCR7  a été 
complétée au niveau protéique en examinant la surface cellulaire et le milieu 
intracellulaire des cellules étudiées par perméabilisation, marquage avec des 
anticorps couplés à des fluorochromes et par cytométrie de flux. Plusieurs lignées 
différentes ont été analysées dans le but d’obtenir des informations sur plusieurs 
types cellulaires. Les REH sont des lymphocytes pre-B, les K562 sont des cellules 
myéloïdes,  les CEM et les Jurkat sont des lymphocytes T et les 697 sont des 
megacaryoblastes. 
Dans les cellules K562, le récepteur CXCR4 se retrouve en quantités appréciables à 
la surface cellulaire (Figure 3.2.2). Le récepteur CXCR7, par contre, ne se retrouve 
pas à la surface cellulaire. En effet, le récepteur CXCR7 n’est détectable en quantité 
significative qu’après perméabilisation et semble être localisé en grande majorité à 
l’intérieur des cellules. La même observation a été faite dans les cellules REH et les 
cellules CEM, ainsi que dans d’autres lignées leucémiques qui ont été étudiés pour 
renforcer l’hypothèse que CXCR7 ne se trouve pas à la surface cellulaire dans les 
leukocytes (Figure 3.2.2 B et C). Ceci reste vrai avec l’utilisation de techniques 
alternatives de perméabilisation (incluant la lyse cellulaire), et ce, dans toutes les 




Figure 3.2.2 Expression des récepteurs CXCR4 et CXCR7 au niveau 
protéique dans différentes lignées leucémiques. 5x106 cellules K562 ont été 
incubées avec l’anticorps anti-CXCR4PE ou anti-CXCR7PE durant 30 minutes, 
avec ou sans étape de perméabilisation préalable (Cytofix/Cytoperm™ de BD), 
avant d’être examinés par FACScalibur. La fluoréscence dans la bande FL-2 
indique la présence de récepteurs. A. Schéma illustrant des résultats bruts 
typiques obtenus par l’analyse de l’expression des récepteurs avec le cytomètre 
de flux dépendamment de l’anticorps utilisé (anti-CXCR4 ou anti-CXCR7) et 
de la perméabilisation. B. Expression (Moyenne±ESM) au niveau de la protéine 
de CXCR4 à la surface cellulaire et dans les compartiments intracellulaires de 
différentes lignées. 5 x 106 cellules ont été incubées avec l’anticorps approprié 
avec (intra) ou sans (surface) perméabilisation et fixation préalable. Le nombre 
de récepteurs a été obtenu après une standardisation par les billes QuantiBRITE 
et mesuré par cytométrie en flux (N=8). C. Expression (Moyenne±ESM) au 
niveau de la protéine de CXCR4 à la surface cellulaire dans les compartiments 
intracellulaires de différentes lignées. Les cellules ont été incubées avec 
l’anticorps approprié avec (intra) ou sans (surface) perméabilisation et fixation 
préalable. Le nombre de récepteurs a été obtenu après une standardisation par 
les billes QuantiBRITE et mesuré par cytométrie en flux selon la technique 




3.3 : L’efficacité de migration chimiotactique varie en fonction de 
la lignée cellulaire observée  
Le potentiel de chimiotaxie des lignées leucémiques a été mesuré simultanément à 
la mesure de leurs expressions de CXCR4 et CXCR7 au niveau de l’ARNm. Pour 
ce faire, les cellules ont été mises en contact avec des gradients de chimiokines de 
concentration variée sur une plaque de migration munie de puits équipés de 
membranes poreuses de 5 microns de diamètre. La dose-réponse de la chimiotaxie 
au travers de la membrane poreuse prend la forme de courbes gaussiennes, en 
fonction de la concentration de chimiokines, ce qui est attendu. Aussi, la plupart des 
lignées cellulaires observées ont une migration optimale à une concentration 
approximative de 1nM de chimiokine SDF-1.  
 
Figure 3.3 Efficacité de migration vers SDF-1 de différentes lignées 
leucémiques. Pourcentage des cellules qui ont migré vers le compartiment 
inférieur après une incubation de 3 heures, en fonction de la concentration de 
chimiokines et pour différents types cellulaires (N=4). 
 

































On peut observer que l’efficacité de la migration chimiotactique varie en fonction 
des types cellulaires observés (Figure 3.3). 
Cette différence entre l’efficacité de migration des lignées leucémiques est 
importante parce que les lignées leucémiques sont également très différentes dans 
leurs modèles d’expression respectifs de CXCR4 et CXCR7 (Figure 3.1 A, B & C) 
et que notre objectif est de déterminer la présence d’un lien entre l’expression de 
CXCR4 et CXCR7 et le potentiel de migration chimiotactique.  
Aussi, il est déjà intéressant de comparer la figure Figure 3.3 avec la Figure 3.1. 
Bien que la technique d’amplification de l’ARN par PCR utilisée à la Figure 3.1 ne 
soit pas quantitative et ne mène pas à une amplification linéaire, on peut néanmoins 
observer des liens entre les patrons d’expressions générales des cellules 
leucémiques et leurs efficacités de migration. Par exemple, le type cellulaire qui 
tend à exprimer le plus haut niveau relatif d’ARNm CXCR4 (lymphocyte pré-B 
REH) tend également à migrer de façon plus efficace. L’inverse est observé pour 
les CEM, qui ont la plus faible expression de CXCR4 et le plus petit potentiel 
chimiotactique. On peut observer une relation inverse en ce qui concerne CXCR7. 
Le type cellulaire qui tend à exprimer le plus haut niveau relatif d’ARNm CXCR7 
(lymphoblaste T CEM) tend à migrer faiblement. L’inverse est observé pour les 
cellules REH, qui ont la plus faible expression de CXCR7 et le potentiel 
chimiotactique le plus élevé. 
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3.4.1 : La quantité des récepteurs CXCR4 et CXCR7 exprimée au 
niveau protéique est hautement variable dans les cellules 
leucémiques.    
 
Dans cette étude partie de l’étude, nous démontrons que le niveau d’expression des 
récepteurs de chimiokines CXCR4 et CXCR7 est instable dans les cellules 
leucémiques étudiées. Nous sommes arrivés à cette conclusion parce que la mesure 
quantitative des récepteurs à la surface cellulaire et dans les compartiments 
intracellulaires change de façon significative (test rANOVA, p value = 0.0032) 
d’une expérience à l’autre, et ce, sans  que les conditions expérimentales soient 
différentes. Pour nous assurer que cela n’était pas dû à une erreur expérimentale 
dans la mesure, nous avons comparé le niveau d’expression de récepteurs contrôles, 
dont l’expression relative est demeurée stable entre les expériences. Un exemple est 
exposé à la Figure 3.4A : ou l’expression du marqueur contrôle CD45 dans les 
cellules leucémiques perméabilisées varie très peu d’une expérience à l’autre en 
comparaison avec CXCR4 et CXCR7 (test T de Student, p value = 0.0203). Le 
marqueur CD45 est utilisé parce que c’est un récepteur contrôle présent en 
abondance dans tous les leukocytes (220) et parce qu’il démontre de façon efficace 
la validité de la méthode utilisée pour mesurer les récepteurs.  
Cette variation entre les expériences dans l’expression de CXCR4 et CXCR7 est 
importante parce que nous sommes intéressés à déterminer l’existence d’une 
corrélation entre  la capacité de migration des cellules et leurs niveaux d’expression 
de CXCR4 et CXCR7. 
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3.4.2 : L’efficacité de la migration chimiotactique est également 
variable dans cellules leucémiques. 
La variabilité observée dans l’expression des récepteurs de SDF-1 nous a poussés à 
examiner la possibilité qu’il existe aussi une variabilité dans le potentiel de 
migration dirigée des cellules leucémiques.  
L’analyse de l’efficacité de migration a révélé que le potentiel migratoire des 
cellules varie lui aussi de façon importante entre les expériences, et ce, malgré des 
conditions constantes et une confluence stable, tel que démontré par des 
expériences répétées sur la même lignée cellulaire à des moments différents  
(Figure 3.4B). 
Cette observation nous a menés à l’hypothèse qu’il existe un lien entre les quantités 
exprimées des récepteurs CXCR4 et CXCR7 et l’efficacité de migration 
chimiotactique des cellules. Dans le but de répondre à cette hypothèse, nous avons 
examiné dans la section 3.5  s’il existe une corrélation entre le niveau d’expression 
de CXCR4, le niveau d’expression de CXCR7 et l’efficacité de chimiotaxie des 
cellules vers SDF-1. 
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Figure 3.4 Variations de l’expression des récepteurs et de l’efficacité de 
chimiotaxie chez les REH au cours d’une période de 30 jours. 5x106 cellules 
K562 ont été marquées par des anticorps spécifiques liés au fluorochrome PE et 
examinés par cytométrie en flux. Les valeurs ont été converties en nombre de 
récepteurs absolus grâce aux billes de standardisation Quantibrite et rapportées en 
pourcentage de la moyenne. Les mesures ont été espacées de 3 à 5 jours. 
L’expression des récepteurs CXCR4 et CXCR7 varie significativement plus que 
l’expression du marqueur contrôle CD45 entre les expériences (test T de Student, 
two-tailed, 0.95, p value = 0.0203) (N = 5). 
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3.5 : La meilleure corrélation du potentiel migratoire de cellules 
leucémiques étudiées envers SDF-1  est le ratio entre les mesures de 
CXCR4 en surface cellulaire et CXCR7 en milieu intracellulaire. 
La variation importante de l’expression des récepteurs de chimiokines et du 
potentiel de migration vers CXCL12 des lignées cellulaires étudiées nous a poussé 
à examiner les liens existant entre la population des récepteurs et le phénotype 
chimiotactique. Aussi, la mesure, par cytométrie en flux, du niveau d’expression 
des récepteurs, dans les compartiments de surface autant que intracellulaires, a été 
comparée avec celle du potentiel chimiotactique des cellules étudiées dans le but 
d’établir une corrélation.  
 
Les cellules leucémiques pré-B REH ont été utilisées pour la majorité des prises de 
données lors de cette étape. La raison pour l’utilisation des cellules REH est que 
leur puissante migration chimiotactique vers SDF-1 permet de mieux apprécier la 
variabilité de l’efficacité de la migration entre les expériences. Additionnellement, 
les REH résistent bien aux 3 heures d’expérimentation. Toutefois, l’étude de la 
corrélation entre l’expression des récepteurs et le potentiel de migration a quand 
même été effectuée sur d’autres lignées leucémiques, telles que les cellules 
leucémiques myéloïdes K562, dans le but de confirmer que le phénomène observé 
ne se limite pas aux seuls REH ou aux lymphoblastes pre-B. Ces expériences ont 
donné des résultats comparables à ceux obtenus avec les REH (mais avec un facteur 
de signifiance inférieur). 
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L’étude des récepteurs CXCR4 présents à la surface cellulaire des lymphocytes 
REH a permis d’établir une corrélation significative avec l’efficacité de la 
migration chimiotactique vers CXCL12 (Figure 3.5.1A). En effet, les quantités de 
CXCR4 détectées à la surface membranaire corrèlent positivement avec la réponse 
migratoire (Figure 3.5.1A et Figure 3.5.2A). Ceci supporte l’hypothèse que 
CXCR4 serait directement responsable de la migration vers CXCL12. Par contre, le 
potentiel de corrélation entre la migration et les quantités de CXCR4 détectées en 
surface reste limité.   
Il est important de noter qu’il est impossible d’effectuer le même genre de 
rapprochement avec les récepteurs CXCR7 en surface, parce que les quantités de 
CXCR7 détectés à la surface membranaire sont négligeables (Figure 3.2.2C).  
Les quantités de récepteurs CXCR7 exprimés et retenus dans les compartiments 
intracellulaires ne sont mesurables qu’après perméabilisation. Toutefois, la mesure 
des quantités de CXCR7 situés dans les réserves intracellulaires ne permettent pas, 
de façon indépendante, de tirer de corrélations statistiquement significatives avec le 
phénotype des cellules à l’étude (Figure 3.5.1B et Figure 3.5.2B). 
De la même façon, la mesure indépendante des quantités de CXCR4 situées dans 
les réserves intracellulaires ne permet pas non plus de tirer de corrélations 
statistiquement significatives (Figure 3.5.1C). 
Cependant, une corrélation de puissance supérieure a été obtenue par l’étude 
simultanée des deux récepteurs. En effet, une division des quantités de CXCR4 
présentes en surface par la quantité de CXCR7 présente dans les vésicules 
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intracellulaires nous a permis d’obtenir le ratio CXCR4extra/CXCR7intra, lequel 
corrèle positivement et quantitativement d’une façon très significative avec le 
potentiel de migration vers CXCL12 (Figure 3.5.1D et Figure 3.5.2C). Aussi, cette 
technique donne des résultats prédictifs supérieurs dans les deux types cellulaires à 
l’étude. En comparaison, ni le ratio CXCR4 intracellulaire / CXCR7 intracellulaire 
(Figure 3.5.1E), ni le ratio CXCR4 en surface / CXCR4 intracellulaire (Figure 
3.5.1F) n’ont permis d’obtenir de corrélation statistiquement significative. La 
meilleure corrélation du potentiel migratoire de cellules leucémiques étudiées 
envers SDF-1  semble donc être le ratio entre les mesures de CXCR4 en surface 
cellulaire et CXCR7 en milieu intracellulaire. 
Il est à noter que dans l’étude de la lignée REH, la mesure des récepteurs est 
exprimée en nombre de molécules par cellule, plutôt qu'une mesure relative de la 
fluorescence, grâce à  une méthode de Cytométrie en flux quantitative (CMFQ) qui 
nécessite l’utilisation de billes de standardisation Quantibrite®. Cette méthode est 
souhaitable parce qu’elle permet de compenser pour les influences externes qui 
affectent la mesure de la fluoréscence telle que la configuration de l’instrument, le 
nombre de volts sur les détecteurs, la configuration du banc optique, le pH, etc... 
[199]. Toutefois, cette méthode peut être utilisée exclusivement en combinaison 












































































































Figure 3.5.1 Corrélation entre le potentiel de migration et l’expression des 
récepteurs CXCR4 et CXCR7 au niveau des protéines dans les REH. Les 
cellules leucémiques pré-B comptées dans la chambre inférieure des plaques de 
migration de 5μm  après 3 heures d’incubation à la concentration de SDF-1 
optimale pour la chimiotaxie ont été corrélées avec le ratio des quantités de 
récepteurs CXCR4 extracellulaire et CXCR7 intracellulaire mesurés par cytométrie 
en flux. La courbe représente un test de régression linéaire appliqué aux résultats 
qui dispose d’un intervalle de confiance de 95 % illustré par les pointillés. Le 
coefficient de corrélation de Pearson (P=) mesure la qualité de la relation linéaire 
entre les deux échantillons et une valeur inférieure à 0.05 représente une corrélation 
statistiquement significative. La force de la corrélation augmente lorsque le 
coefficient de corrélation (P=) se rapproche de zéro. Chaque point représente une 
expérience. (A) Le niveau d’expression membranaire de CXCR4 possède, seul, un 
potentiel de corrélation significatif mais limité. (B) La quantité de CXCR7 présent 
dans les réserves intracellulaires ne corrèle pas significativement avec le phénotype 
chimiotactique des cellules REH. (C) La quantité de CXCR4 présent dans les 
réserves intracellulaires ne corrèle pas significativement avec le phénotype 
chimiotactique des cellules REH. (D) Le ratio d’expression entre le récepteur 
CXCR4 extracellulaire et le récepteur CXCR7 intracellulaire (CXCR4/CXCR7) 
mesuré par cytométrie en flux possède une signification statistique supérieure dans 
la prédiction du phénotype migratoire chez les REH. (E) Le ratio d’expression entre 
le récepteur CXCR4 intracellulaire et le récepteur CXCR7 intracellulaire 
(CXCR4/CXCR7) mesuré par cytométrie en flux ne corrèle pas significativement 
avec l’efficacité de migration. (F) Le ratio d’expression entre le récepteur CXCR4 
intracellulaire et le récepteur CXCR4 intracellulaire (CXCR4/CXCR7) mesuré par 
cytométrie en flux ne corrèle pas significativement avec l’efficacité de migration 




Pour nous assurer que les corrélations observées dans l’analyse des REH n’étaient 
pas limitées à cette lignée cellulaire, nous avons reproduit notre analyse dans une 
lignée cellulaire différente. Les cellules myéloïdes indifférenciées K562 ont été 
utilisées lors de cette étape. La raison qui justifie l’utilisation des K562 est que les 
K562 possèdent un fort potentiel de migration vers CXCL12, une réponse 
chimiotactique stable, une corrélation CXCR4surface/CXCR7intra VS migration très 
significative et une population  modérée de chacun des deux récepteurs 
(comparativement aux REH, qui produisent très peu de CXCR7), ce qui en fait un 
modèle d’étude idéal. De plus, les K562 résistent bien à la transfection par 
nucléofection, ce qui nous a permis d’entreprendre l’analyse des effets de la 
surexpression des récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans l’étape subséquente du projet. 
En comparaison, les cellules REH se sont montrées très vulnérables à toutes les 
techniques de transfection, et spécialement la nucléofection, avec des taux de 
mortalité  inacceptable rendant l’étude de leurs comportements très difficile et une 
surexpression de qualité inacceptable chez les cellules survivantes. 
Des anticorps couplés à des fluorochromes –APC ont été utilisés dans cette étape. 
Cette décision a été prise dans le but de faciliter la comparaison des résultats 
obtenus dans les K562 avec les résultats de la surexpression des récepteurs CXCR4 
et CXCR7 dans l’étape subséquente du projet. En effet, le tag fluorescent 
rapporteur –YFP nécessaire à la détection de la surexpression de CXCR7 émet dans 
les mêmes longueurs d’onde que le fluorochrome –PE, il était donc nécessaire 
d’utiliser un autre type de fluorochrome. Il aurait été possible d’utiliser un autre 
type de gêne rapporteur, mais étant donné que la corrélation du ratio 
73 
CXCR4surface/CXCR7intracellulaire avec la migration cellulaire demeure semblable 
avec les deux types de fluorochromes, cela n’a pas semblé nécessaire. Il est à noter 
que les anticorps  reliés au fluorochromes proviennent du même clone. Pour ces 
raisons, les billes de standardisation Quantibrite® ne sont pas utilisées dans les 
expériences menées sur les K562, et la mesure des récepteurs est rapportée en 
fluoréscence relative (MFI) obtenue par des anticorps APC. 
De la même façon que lors de la précédente étape du projet de recherche, le ratio 
entre les récepteurs CXCR4 membranaires et CXCR7 intracellulaires offre une 
corrélation supérieure envers le potentiel de migration vers SDF-1 que l’étude des 
récepteurs CXCR4 membranaires et CXCR7 intracellulaires pris séparément  
(Figure 3.5.2A, Figure 3.5.2B et Figure 3.5.2C). Ceci démontre que les 
observations effectuées précédemment sur les cellules REH sont reproductibles 
dans différentes lignées leucémiques et que l’utilisation d’un différend 









Figure 3.5.2 Corrélation entre le potentiel de migration et l’expression au 
niveau des protéines des récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans les K562. Les 
cellules myéloïdes K562 comptées dans la chambre inférieure des plaques de 
migration Boyden de 5μm  après 3 heures d’incubation à la concentration de SDF-1 
optimale pour la chimiotaxie ont été corrélées avec le ratio des quantités de 
récepteurs CXCR4 extracellulaire et CXCR7 intracellulaire mesurés par cytométrie 
en flux. La courbe représente un test de régression linéaire appliqué aux résultats 
qui dispose d’un intervalle de confiance de 95 % illustré par les pointillés. Le 
coefficient de corrélation de Pearson (P=) mesure la qualité de la relation linéaire 
entre les deux échantillons et une valeur inférieure à 0.05 représente une corrélation 
statistiquement significative. La force de la corrélation augmente lorsque le 
coefficient de corrélation (P=) se rapproche de zéro. (A) Le niveau d’expression 
membranaire de CXCR4 possède, seul, une corrélation significative mais limitée. 
(P=0.0156) (B) La quantité de CXCR7 présent dans les réserves intracellulaires ne 
corrèle pas significativement avec le phénotype chimiotactique des cellules K562. 
(P=0.1481) (C) Le ratio d’expression entre le récepteur CXCR4 extracellulaire et le 
récepteur CXCR7 intracellulaire (CXCR4/CXCR7) mesuré par cytométrie en flux 
possède une signifiance statistique supérieure dans la prédiction du phénotype 







3.6 :   La surexpression du récepteur CXCR7 réduit la migration 
vers SDF-1 dans les cellules transfectées 
Pour vérifier si l’effet négatif observé sur la migration correspondant à des hauts 
niveaux de CXCR7 intracellulaire peut être reproduit par  la surexpression 
ectopique de CXCR7, nous avons transfecté des cellules leucémiques myéloïdes 
indifférenciées K562 avec un plasmide de surexpression qui inclut un gène 
rapporteur de type protéine fluorescente jaune (CXCR7-YFP). La transfection 
optimale a été obtenue par nucléofection. D’autres types de transfection ont été 
tentés, mais ont provoqué des résultats inférieurs ou insatisfaisants. 
Suite à toutes les transfections, les cellules surexprimant le plasmide transfecté ont 
été sélectionnées pour l’analyse par leurs fluorescences particulières sur l’axe FL-2 
(YFP) du cytomètre en flux (Figure 3.6A et 3.6B). 
Comme il est attendu, on peut observer que les cellules qui surexpriment le 
plasmide transfecté CXCR7-YFP démontrent également une forte augmentation de 
leurs expressions de CXCR7, ce qui est mis en évidence sur l’axe FL-4 du 
cytomètre en flux grâce à l’utilisation d’anticorps anti-CXCR7-APC (Figure 3.6C). 
Les cellules K562 ayant été transfectées par un plasmide contrôle –YFP ont ensuite 
été analysés dans le cadre d’expériences de migration et comparés à des cellules 
K562 non-transfectées. Le comportement chimiotactique observé et la corrélation 
CXCR4surface/CXCR7intracellulaire VS migration mesurée est très semblable aux 
cellules non-transfectées (Figure 3.6D). Ceci démontre que les modifications 
imposées aux cellules dans le cadre de cette étape du projet, tel que la 
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nucléofection, la transfection d’un plasmide et la surexpression d’une protéine 
contrôle  fluorescente jaune (YFP) n’ont pas affecté le taux de migration ou le ratio 
de récepteurs. On peut donc en déduire que le modèle expérimental ne produit pas 
d’artefacts relatifs au taux de migration et à la population de récepteurs des cellules 
étudiées. 
Contrairement à la surexpression du plasmide contrôle, là surexpression du 
récepteur CXCR7 a profondément modifié le comportement des cellules. En effet, 
on peut observer que la surexpression de CXCR7 provoque des niveaux très élevés 
du récepteur CXCR7 et un potentiel de migration vers SDF-1 très faible  (Figure 
3.6E). La surexpression de CXCR7 affecte également fortement le ratio 
CXCR4surface/CXCR7intra en augmentant la quantité de récepteurs CXCR7 présent 
(Figure 3.6G). 
Il est important de comprendre que les cellules qui surexpriment le plasmide 
CXCR7-YFP sont analysées par leurs fluorescences sur l’axe FL-2 lors des 
analyses effectuées à l’aide du cytomètre en flux, mais qu’elles ne peuvent pas être 
physiquement séparées des cellules non-transfectées lors des expériences de 
migration. Ainsi, toutes les cellules présentes dans le puits de migration ne 
surexpriment pas CXCR7-YFP. Elles sont sélectivement analysés post-migration 
après la récupération du contenu des puits de migration et le passage des cellules 
récupérées au cytomètre en flux, ce qui permet de déterminer le taux de migration 
des cellules qui surexpriment CXCR7-YFP, et de le comparer à celui des cellules 
qui ne le surexpriment pas.  
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Or, cette surexpression de CXCR7-YFP correspond à une réduction très 
significative du potentiel de migration de cellules concernées, mais pas des cellules 
non-transfectées avoisinantes (Figure 3.6G et Figure 3.7.1). En fait, les cellules 
partageant le même puits de migration de 29ul que les cellules surexprimant 
fortement le plasmide CXCR7-YFP semblent même paradoxalement démontrer un 
taux de migration supérieur aux cellules contrôles. 
En contrepartie à ces observations, la surexpression de CXCR4 n’a pas provoqué de 
changements significatifs dans le potentiel de chimiotaxie des cellules étudiées 
(Figure 3.6F). La surexpression du plasmide CXCR4-YFP altère significativement 
et d’une façon positive le ratio CXCR4surface/CXCR7intra en augmentant les 
quantités de CXCR4, mais pas de CXCR7. Toutefois, cette surexpression ne 
semble pas provoquer d’augmentation correspondante dans le potentiel de 
migration de cellules concernées. Il est, par contre, intéressant et important de noter 
que les protéines CXCR7-YFP et CXCR4-YFP surexprimées dans les lymphocytes 
à l’étude ne co-localisent pas complètement avec les récepteurs naturels. Par 
exemple, suite à la surexpression du CXCR7-YFP dans les cellules REH et K562, 
de fortes quantités de CXCR7 ont été localisées à la surface membranaire des 
cellules. Ceci peut s’expliquer par la saturation des mécanismes de recyclage et 
d’internalisation de CXCR7. Mais il ne faut pas écarter la possibilité que l’étiquette 
–YFP modifie le comportement des récepteurs surexprimés.  
Il est également intéressant de constater que la surexpression de CXCR7-YFP 
provoque des modulations opposées sur les cellules qui surexpriment CXCR7 et les 
cellules non-transfectées avoisinantes. Cet état de fait pourrait expliquer les 
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difficultés de l’évaluation de l’effet de CXCR7 in vivo, et les contradictions parfois 
présentes dans la littérature sur le rôle de CXCR7. Par exemple : (196, 203,214) 
Versus (204, 213). En effet, si les cellules transfectées et non-transfectées n’avaient 
pas été récupérées et étudiées séparément post-migration, la moyenne du potentiel 
de migration du mélange cellulaire aurait semblé avoir augmentée suite à la 
surexpression de CXCR7, une observation qui aurait mené à des conclusions 
erronées sur le rôle de CXCR7 dans la migration vers SDF-1. Aussi, il est justifié 
de croire qu’un niveau de CXCR7 élevé dans un échantillon cellulaire puisse mener 
à une forte ou une faible migration globale, dépendamment du contexte de 














    






































   
 















   
 
81 
         


































Figure 3.6 Effet de la transfection et de la surexpression du plasmide CXCR7-
YFP sur la migration des K562 in-vitro. Les cellules myéloïdes K562 ont été 
comptées dans la chambre inférieure du puits de migration après 3 heures 
d’incubation à une concentration optimale de SDF-1 de 1nM. Les résultats ont 
ensuite été corrélés avec l’expression extracellulaire et intracellulaire des récepteurs 
chimiotactiques. (A) Résultat brut typique obtenu en cytométrie de flux avec des 
K562 non-transfectées. (B) La transfection du plasmide contrôle dans les cellules 
K562 produit une fluoréscence dans la bande FL-2 du cytomètre de flux lorsque le 
tag –YFP est surexprimé, ce qui nous permet d’analyser sélectivement les cellules 
transfectées (C) La transfection du plasmide CXCR7-YFP dans les cellules K562 
produit une augmentation dans l’expression de CXCR7 uniquement dans les 
cellules transfectées. (D) La transfection du plasmide contrôle –YFP ne provoque 
pas de déviation observable du phénotype chimiotactique chez les K562. Une 
corrélation est encore présente entre le ratio CXCR4surface/CXCR7inta avec le test 
de coefficient de corrélation de Pearson (P value=0.0088)  (E) Les cellules K562 
transfectées qui surexpriment le plasmide CXCR7-YFP possèdent de grandes 
quantités de CXCR7 et un très faible et potentiel de migration vers SDF-1. (F) Les 
cellules K562 transfectées qui surexpriment le plasmide CXCR4-YFP possèdent de 
grandes quantités de CXCR4 mais un potentiel de migration vers SDF-1 qui se 
situe dans la distribution des cellules contrôles. (G) Les cellules K562 qui 
surexpriment le plasmide CXCR7-YFP possèdent un ratio CXCR4/CXCR7 très 
faible et potentiel de migration vers SDF-1 fortement réduit. 
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3.7 : La surexpression de CXCR7 augmente la migration 









Figure 3.7.1 Augmentation de la migration chimiotactique des cellules 
partageant le même environnement que les K562 qui surexpriment CXCR7. 
Le potentiel de migration chimiotactique in vivo a été analysé pour différents types 
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de transfections. Les cellules myéloïdes K562 ont été comptées dans la chambre 
inférieure du puits de migration après 3 heures d’incubation à une concentration 
optimale de SDF-1 de 1nM. Les résultats ont ensuite été corrélés avec l’expression 
extracellulaire et intracellulaire des récepteurs chimiotactiques. Les résultats 
présentés pour les cellules contrôles et pour les cellules transfectés sont les mêmes 
qu’a la Figure 3.6G. (A) Les cellules non-transfectées qui partagent le puits de 
migration des cellules K562 qui surexpriment CXCR7 démontrent une efficacité de 
migration accrue, sans que cela ne corrèle avec leurs ratios CXCR4/CXCR7 n’en 
soit affecté. (B) Graphe de l’efficacité de migration des cellules présentées à la 
figure 3.7A. La migration des cellules transfectées par un plasmide contrôle ne sont 
pas affectées de façon significative par la transfection. Les cellules surexprimant 
CXCR7-YFP font preuve d’une diminution importante de la migration.  Les 
cellules non-transfectées partageant le puits de migration des CXCR7-YFP ont 
démontré une efficacité de migration significativement plus élevé que les cellules 
contrôles (P ≤ 0.0001 , unpaired student T test, n=11). Ces résultats sont considérés 
par convention comme extrêmement significatifs. 
 
Lors de la précédente étape du projet, des cellules K562 surexprimant CXCR7 ont 
été en contact avec des cellules K562 non-transfectées dans le cadre d’expériences 
sur l’efficacité de la migration chimiotactique.  La raison pour cela est qu’il est 
difficile au niveau pratique de séparer les cellules surexprimant CXCR7 des 
cellules non-transfectées, et qu’il est plus facile d’analyser les différents groupes de 
cellules à la suite de la migration en se basant sur leurs fluorescence respective par 
cytométrie de flux. 
Il était attendu que les cellules non-transfectées démontrent une efficacité de 
migration similaire aux cellules des expériences contrôles. Toutefois, contrairement 
à ce qui était attendu, nous avons observé que les cellules K562 non-transfectées 
qui migrent en contact rapproché (dans le même puits de migration) avec les 
cellules K562 surexprimant CXCR7 migrent de façon plus efficace que la normale 
(Figure 3.6G et Figure 3.7.1).   
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La raison pour laquelle ceci est important est qu’il est difficile d’analyser les 
cellules d’une population leucémique en se basant sur l’expression des récepteurs 
de chaque cellule individuelle. Dans certains résultats publiés dans la littérature, 
l’expression et la surexpression de CXCR7 sont mesurées pour la moyenne de 
l’ensemble des cellules et des conclusions sont tirés sans mentionner si des cellules 
non-transfectées se trouvent dans la population analysée [170] [181]. 
La possibilité que CXCR7 puisse posséder un double rôle sur la migration (un effet 
anti-migratoire sur les cellules qui surexpriment CXCR7 et un effet pro-migratoire 
sur les cellules non-transfectés qui partagent le milieu de migration) nous a poussés 
à examiner la nature de la régulation que peut exercer CXCR7 sur les cellules 
avoisinantes. Plus particulièrement, nous avons cherché à déterminer  si les 
récepteurs CXCR7 surexprimés exercent leur influence d’une façon directe, tel que 
par le contact cellulaire, ou si un mécanisme de régulation indirect est mis en cause, 
tel que la sécrétion d’un intermédiaire dans le milieu extracellulaire, ou un contrôle 
des éléments nécessaires à la migration disponible dans l’environnement (tel que la 
concentration de chimiokines CXCL12 se trouvant dans le puits). L’effet de la 
surexpression de CXCR7 a été étudié sous diverses circonstances et dans divers 
milieux. 
Des cellules de type HEK ont été utilisées lors de cette étape. La raison pour 
laquelle des cellules HEK ont été utilisées est que les HEK expriment le récepteur 
CXCR7 à leurs surfaces cellulaires, mais pas CXCR4. Les HEK sont également 
incapables de migrer au travers des pores de 5uM de la membrane poreuse des puits 
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de migration [200]. Cependant, leur présence n’interfère pas avec la migration des 
cellules avoisinantes.  
Ainsi, dans l’hypothèse que la migration des lymphocytes est augmenté par la 
présence avoisinante de récepteurs CXCR7 fonctionnels dans le puits de migration 
supérieur, l’ajout de cellules HEK non-migratoires mais qui expriment CXCR7 
devrait provoquer le même effet que la surexpression de CXCR7 dans les cellules 
K562. Nous avons également surexprimé le CXCR7 pour atteindre des niveaux 
d’expression supérieurs.  
Aucune augmentation significative de la migration n’a pu être mesurée en simple 
présence de cellules HEK non transfectées (Figure 3.7.2). Toutefois, les cellules 
HEK surexprimant CXCR7 ont provoqué une augmentation mesurable dans la 
migration des cellules avoisinantes. Ceci peut suggérer deux choses : soit le niveau 
naturel de CXCR7 en surface chez les HEK est insuffisant pour provoquer une 
modulation de la migration, alors que les niveaux plus élevés atteints par la 
surexpression sont suffisants. Soit le CXCR7 surexprimé agit différemment sur les 
cellules avoisinantes que le CXCR7 wild-type présent à la surface des HEK.  
Toutefois, ces observations apportent une information supplémentaire : le récepteur 
CXCR4 n’est pas nécessaire pour l’effet observé du CXCR7. En effet, les cellules 
HEK n’expriment peu ou pas de CXCR4, mais ont quand même produit un effet 
pro-migratoire suite à la surexpression de CXCR7.  
Le même phénomène a été observé avec les cellules REH qui partageaient leurs 
puits de migration avec les cellules HEK. Ceci est une information importante, car 
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nous n’avons pas pu effectuer les tests de surexpression de CXCR7 sur les REH. 
Ces résultats (``REH +HEK surX7``) démontrent que malgré leur récalcitrance à 
exprimer CXCR7, les REH sont affectées par l’effet du CXCR7 sur la migration de 
la même façon que les cellules K562.  
Le même effet a pu être observé en utilisant un plasmide de surexpression qui ne 
contient pas le tag –YFP. Ceci démontre que le tag –YFP n’est pas responsable 
d’une aberration dans la conformation, dans l’action ou dans la localisation du 
récepteur CXCR7.  
Des cellules HEK surexprimant CXCR7-YFP ont également été incubées dans le 
médium de migration durant 30 minutes. Le surnageant a ensuite été collecté et 
utilisé dans la migration de cellules K562 normales. Le but de cette expérience était 
de vérifier si l’action pro-migratoire des cellules surexprimant CXCR7 passait par 
la sécrétion de facteurs dans le milieu, ou par une modification du milieu de 
migration. Toutefois, aucun effet n’a pu être observé (Figure 3.7.2), ce qui 
démontre que l’effet pro-migratoire de la surexpression de CXCR7 ne passe pas par 




Figure 3.7.2 Effet de l’addition de cellules non-migratoires, exprimant 
CXCR7 (HEK) et surexprimant CXCR7 (HEK+CXCR7) dans le milieu de 
migration des cellules leucémiques. 5 X 105 cellules HEK tripsynisées exprimant 
CXCR7 (mais pas CXCR4) ont été ajoutées dans le puits supérieur d’une plaque d’essai 
migratoire de 96 puits, sans que cela n’affecte la migration des REH (REH+HEK) ou des 
K562 (K562+HEK). Le même nombre de cellules HEK trypsynisées, mais qui 
surexpriment CXCR7-YFP, augmente le potentiel de migration des REH (REH+HEK 
CXCR7) et des K562 (K562+HEK CXCR7). Le surnageant du milieu de migration des 
cellules surexprimant CXCR7-YFP n’a produit aucun effet. Le test statistique utilisé est le 
``one-way ANOVA`` (analysis of variance). N=3 
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Pour vérifier la possibilité que les cellules surexprimant CXCR7 augmentent la 
migration des cellules avoisinantes via la fabrication, la séquestration, la 
dégradation ou le contrôle de la concentration de CXCL12, nous avons utilisé un 
isotope radioactif de la chimiokine (CXCL12-I125) pour mesurer la vitesse et le 
degré de l’internalisation et la dégradation du pool de chimiokines durant une 
période de 30 minutes. La raison pour cela est que le ligand radioactif, facile à 
détecter et à quantifier, nous permet d’observer la vitesse à laquelle le SDF-1 
ambiant est internalisé. 
Aussi, on observe que les cellules HEK qui surexpriment CXCR7 internalisent le 
ligand CXCL12 beaucoup plus rapidement que les cellules HEK contrôles (Figure 
3.7.3). Ceci démontre que le récepteur surexprimé CXCR7-YFP est fonctionnel et 
suggère la possibilité que le récepteur CXCR7 pourrait promouvoir la migration des 
cellules dans le puits supérieur en maintenant un gradient de concentration constant. 
En effet, la chimiotaxie est hautement dose-dépendante et il est logique de croire 
qu’une diffusion constante du SDF-1 contenu dans le puits inférieur pourrait 
éventuellement équilibrer les concentrations entre les deux puits. Pour maintenir le 
gradient, la quantité de CXCL12 doit être contrôlée. Aussi, une élimination des 
ligands en excès par CXCR7 pourrait permettre une migration soutenue. 
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Figure 3.7.3 La surexpression de CXCR7 affecte la migration des cellules 
leucémiques distantes via la dégradation du SDF-1. (A) L’internalisation et la 
dégradation de SDF-1 radioactif marqué à l’iodine-125 ont été étudiés par compteur-γ  
après 30 minutes d’incubation avec 1.5 X 105 cellules HEK contrôles (HEK CTRL) ou1.5 
X 105 cellules HEK surexprimant CXCR7-YFP (HEK+CXCR7). La surexpression de 
CXCR7 provoque une augmentation massive de l’internalisation de CXCR7 (unpaired 
student T test). N=6 
 
Ensembles, ces résultats suggèrent que le récepteur CXCR7 pourrait avoir deux 
rôles distincts dans la régulation de la chimiotaxie vers SDF-1 (le premier, via 
l’internalisation et la dégradation su SDF-1, augmenterais la migration des cellules 
non-transfectés partageant l’environnement immédiat de migration, et le deuxième 
qui inhiberait la migration vers SDF-1 des cellules qui surexpriment CXCR7 par un 
mécanisme inconnu). De plus, ces résultats suggèrent que le ratio d’expression 
CXCR4surface/CXCR7intracellulaire possède une valeur prédictive importante sur 
l’efficacité de migration vers SDF-1 des cellules et ouvre la porte à son utilisation 
























Nous avons poursuivi ce projet de recherche parce que, malgré les progrès 
constants réalisés dans la prise en charge du cancer, les métastases cancéreuses 
composées de cellules hématopoïétiques envahissent fréquemment par chimiotaxie 
les environnements riches en chimiokines SDF-1, tels que la niche de la moelle 
osseuse ou le foie, pour s’y ancrer. Cet ancrage diminue l’efficacité des traitements 
anticancéreux et provoquant l’apparition de lésions secondaires fortement nuisibles 
pour le pronostic des patients [141-144, 146].  
Cette migration est dépendante de la régulation des récepteurs de SDF-1 (CXCR4 
et CXCR7), lesquels sont impliqués dans le cancer à plusieurs niveaux et 
constituent une cible thérapeutique très prometteuse.  
Toutefois, l’étude intensive mais individuelle du récepteur CXCR4 n’a pas encore 
permis de maitriser la régulation des nombreux effets biologiques qui découlent de 
l’expression des récepteurs de SDF-1. Les bloqueurs de CXCR4, efficaces pour 
provoquer l’exode des cellules leucémiques nichées dans la moelle osseuses vers la 
circulation, provoqueraient l’écroulement des fonctions physiologiques de la niche 
osseuse s’ ils étaient administrés à long terme [151]. 
Le second et nouvellement découvert récepteur de SDF-1 (CXCR7)  promet de 
faire avancer la compréhension de la régulation de la chimiotaxie vers SDF-1, et 
pourrait même permettre l’amélioration des marqueurs de pronostics et des 
traitements anti-cancéreux. 
L’incompréhension des méthodes de signalisation de CXCR7 a rapidement mené à 
sa classification prématurée en tant que facteur pro-metastatique, basé sur 
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l’observation incomplète de sa tendance à se retrouver surexprimé dans les tumeurs 
fortement métastatiques et sur l’efficacité antitumorale des bloqueurs spécifiques au 
site de liaison SDF-1/CXCR7 [170, 195, 196].    
La découverte de voies de signalisation alternatives pour CXCR7 (tel que le 
recrutement des β-arrestines) qui sont activées par les supposés bloqueurs du site de 
liaison SDF-1/CXCR7 [188] nous force à réexaminer cette hypothèse, et la 
démonstration récente de plusieurs niveaux d’interactions et de régulation croisée 
entre CXCR4 et CXCR7 nous mène à proposer que le phénotype biologique de 
migration vers SDF-1 soit en fait le résultat d’un équilibre finement régulé entre les 
deux récepteurs.  
Cette hypothèse nous force à examiner les conséquences biologiques de 
l’expression des deux récepteurs de SDF-1 dans une étude simultanée et 
comparative. Pour ce faire, l’expression et la localisation des deux récepteurs de 
SDF-1 ont été mesurés à plusieurs niveaux dans différents types de cellules 
leucémiques, et ont été corrélées avec leur comportement physiologique. 
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4.0 La présence intracellulaire de CXCR7 
La première chose que nous avons démontrée dans ce projet de maitrise est la 
présence de CXCR7 dans des lignées cellulaires leucémiques. Ceci est important, 
parce que l’expression de ce récepteur dans les globules blancs ne fait pas 
consensus, et bien que l’expression de  CXCR7 ait déjà été rapportée dans les 
lymphocytes B [165] certains éléments de la littérature ont déjà avancé que CXCR7 
n’était pas exprimé dans les lymphocytes B, lymphocytes T et monocytes humains 
[201]. Nos résultats démontrent pourtant l’expression de CXCR7 au niveau de 
l’ARN messager dans les lignées cellulaires leucémiques humaines de cellules 
progénitrices de lymphocytes B ‘’REH’’, de cellules myéloïdes pré-érythrocytes 
K562 et de lymphocytes T’’CEM’’ (Figure 3.1). Une explication possible serait 
que CXCR7 soit exprimé dans les leucocytes leucémiques, mais pas dans les 
globules blanc normaux.  
En plus de l’expression de CXCR7 au niveau de l’ARN messager, nous avons aussi 
observé  que le récepteur CXCR7 est localisé, au niveau protéique, en presque 
totalité dans des réserves intracellulaires (Figure 3.2). Ceci est une information 
importante, parce que la chimiokines SDF-1 (ligand de CXCR7) ne peut pas 
traverser la membrane cellulaire. Cela implique que la liaison de SDF-1 à CXCR7 
se produit soit sur la très petite population de récepteurs présents à la membrane à 
l’état basal, ou sur des récepteurs passagers qui son relocalisés temporairement à la 
surface (ou recyclés rapidement entre la surface et le milieu intracellulaire) [192].  
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Ces résultats  font écho à ce qui a depuis été publié dans la littérature, alors que 
plusieurs équipes de recherche ont observés que le récepteur CXCR7 ne se trouve 
qu’en petite quantité à la membrane cellulaire et recycle rapidement entre le milieu 
intracellulaire et la surface, et ce, en présence ou en absence de ligand. [176, 185, 
202]. 
4.1-Les variabilités dans le  patron d’expression de CXCR4 et 
CXCR7 
Dans ce projet de recherche, nous avons observés que les quantités exprimées de 
CXCR4 et de CXCR7 ne sont pas les mêmes  dans les différentes lignées 
leucémiques à l’étude (Figure 3.1). Ceci peut s’expliquer par le fait que le rôle 
physiologique et que l’état de différentiations des cellules hématopoïétiques dont 
les lignées leucémiques sont issues sont également très différentes, et qu’il est donc 
attendu d’observer un patron d’expression de récepteurs différent entre les REH 
(pré-lymphocytes B), les K562 (myéloïdes pré-érythrocytes ou granulocytes) et les 
CEM (Lymphocytes T) [165]. 
Nous avons également observé dans ce projet que l’ampleur de l’expression des 
récepteurs CXCR4 et CXCR7 pouvait varier de façon importante entre les 
expériences effectuées sur une même lignée leucémique (Figure 3.4A), et que cette 
variation s’accompagne  de changements au niveau de l’efficacité de migration 
(Figure 3.4B). Cette information est importante, car elle nous permet par la suite 
d’étudier la présence d’un lien entre le niveau d’expression des récepteurs et 
l’efficacité de migration des cellules 
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Il est malheureusement difficile de démontrer hors de tout doute que cette variation 
de l’expression des récepteurs est naturelle, car plusieurs types d’erreurs 
expérimentales et d’incertitudes sur les méthodes  pourraient être à la base de cette 
variance. La validité de cette observation a été donc vérifié par la comparaison de 
l’expression de CXCR4 et CXCR7 avec le marqueur (CD45) (Figure 3.4A), ce qui 
a confirmé nos observations. De plus, un phénomène de  régulation de l’expression 
ne serait pas inattendu pour les récepteurs de SDF-1, car il a déjà été démontré que 
l’expression de CXCR4 ou CXCR7 est fortement régulé en réponse aux conditions 
extérieures, que ce soit la confluence cellulaire, l’oxygénation du milieu ou la 
température [58, 82, 203]. Bien sûr, tous ces facteurs sont contrôlés au cours du 
projet de recherche, mais il serait possible que nos cellules adaptent leur expression 
de CXCR4/CXCR7 en réponse à d’autres éléments encore indéterminés. 
Concernant l’efficacité de migration, il est difficile de trouver un contrôle qui 
écarterait complètement la possibilité que les variations observées soient dues à 
l’imprécision des instruments, l’imprécision de la démarche, ou à des erreurs 
expérimentales. Toutefois, comme on peut le voir dans les étapes subséquentes du 
projet, les variations entre les expériences de l’efficacité de migration des cellules 
semblent corréler de façon significative avec le niveau d’expression de récepteurs 
de SDF-1. Il est donc peu probable que les différences observées entre les 
expériences soient dues à des erreurs expérimentales. De plus, la meilleure réponse 
migratoire se retrouve toujours avec  la même concentration de CXCL12 dans 
toutes les expériences, soit 1nM CXCL12 (Figure 3.3B), ce qui tend à supporter la 
validité des techniques de mesure utilisés. 
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4.2- Corrélation entre le niveau d’expression de CXCR4, le niveau 
d’expression de CXCR7 et l’efficacité de la migration 
CXCR4 
Il est concevable que le profil d’expression de CXCR4 dans les différentes lignées 
corresponde à leur efficacité en chimiotaxie vers SDF-1. En effet, plusieurs équipes 
de recherche ont déjà tenté de corréler le niveau d’expression de CXCR4 avec le 
potentiel de migration des cellules, avec des résultats mitigés [40, 157, 158, 204]. 
Cette hypothèse est supportée par nos résultats, alors que la lignée cellulaire qui 
exprime le plus fortement CXCR4 (les cellules REH) au niveau de l’ARN messager 
(Figure 3.1) et au niveau protéique (Figure 3.2.2) possède aussi la plus grande 
efficacité chimiotactique (Figure 3.3), alors que la lignée cellulaire qui exprime le 
plus faiblement CXCR4 (les cellules CEM) au niveau de l’ARN messager (Figure 
3.1) et au niveau protéique (Figure 3.2.2) possède l’efficacité chimiotactique la 
plus faible (Figure 3.3). Ces observations supportent l’objectif final, qui consiste à 
utiliser les niveaux d’expression d’une population cancéreuse en tant qu’indicateur 
de ses propriétés biologiques.  
C’est dans cette optique que nous avons décidé de poursuivre le projet en prenant 
des mesures fréquentes de l’expression des deux récepteurs de CXCL12 et ce, dans 
diverses conditions et dans diverses lignées leucémiques, de façon à pouvoir les 
comparer à l’efficacité de migration des cellules et maximiser nos chances de 
découvrir des indices fiables sur l’impact de l’expression de CXCR4 et CXCR7 sur 
la chimiotaxie. 
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Conséquemment, il a été observé que l’ampleur de l’expression du récepteurs 
CXCR4 peut varier de façon importante entre les expériences dans une même 
lignée cellulaire (Figure 3.4A), et que cette variation s’accompagne de 
changements au niveau de l’efficacité de migration (Figure 3.4B) d’une façon ou 
l’expression de CXCR4 corrèle positivement et d’une façon statistiquement 
significative avec l’efficacité de migration des cellules (Figure 3.5.1A et Figure 
3.5.2A). 
Ces résultats supportent ce qui est présent dans la littérature, car il a déjà été 
proposé que le degré d’expression de CXCR4 puisse être utilisé comme marqueur 
prédictif des métastases dans le cancer [158]. Toutefois, les résultats de notre projet 
de recherche ont démontrés clairement que cette corrélation était présente dans les 
leucémies humaines et qu’elle prenait la forme d’une corrélation linéaire. 
CXCR7 
Nous sommes les premiers à avoir analysé la corrélation entre le niveau 
d’expression de CXCR7 et l’efficacité de migration des cellules leucémiques. 
Aussi, durant ce projet, un objectif important était de mesurer l’impact de 
l’expression de CXCR7 sur la migration chimiotactique in-vitro. 
 Nous savions déjà que, hormis son ligand naturel, CXCR7  lie AMD3100, un 
antagoniste de CXCR4. Toutefois, contrairement à son action antagoniste sur 
CXCR4, AMD3100 est un agoniste de CXCR7 pour la voie du recrutement de la B-
arrestine [161, 174, 184, 187, 188]. Basé sur ces données, nous avions formulé 
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l’hypothèse que l’activation de CXCR7 provoquait un effet contraire à celui de 
CXCR4, et que la régulation chimiotactique des deux récepteurs soit opposée l’un à 
l’autre. Aussi, il était attendu que le niveau d’expression de CXCR7 corrèle 
négativement avec l’efficacité de migration des cellules leucémiques.  
Nos résultats n’ont pas permis de confirmer cette hypothèse. En effet, bien que la 
lignée cellulaire qui exprime le plus faiblement CXCR7 (les cellules REH) au 
niveau de l’ARN messager (Figure 3.1) et au niveau protéique (Figure 3.2.2) 
possède aussi la plus grande efficacité chimiotactique (Figure 3.3), alors que la 
lignée cellulaire qui exprime le plus fortement CXCR7 (les cellules CEM) au 
niveau de l’ARN messager (Figure 3.1) possède l’efficacité chimiotactique la plus 
faible (Figure 3.3), la corrélation entre le niveau d’expression de CXCR7 et 
l’efficacité de migration des cellules n’est pas statistiquement significative (Figure 
3.5.1B et 3.5.2B). Toutefois, il serait approprié de se demander s’il serait possible 
d’obtenir une corrélation statistiquement significative par l’analyse d’un plus grand 
nombre d’expériences, d’un plus grand nombre de répétitions ou d’un raffinement 
de la technique. 
4.3-La meilleure corrélation se trouve entre le ratio 
CXCR4/CXCR7 et l’efficacité de migration. 
L'intérêt d’établir une corrélation efficace entre les valeurs d’expression des 
récepteurs de SDF-1 et le comportement chimiotactique des cellules leucémiques 
est considérable. Toutefois, l’étude de l’expression de CXCR4 seule n’a jusqu’ici 
jamais permis d’obtenir un facteur de prédiction suffisamment puissant pour être 
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utilisé au niveau clinique. Il existe même des contradictions dans la littérature 
concernant la corrélation entre le degré d’expression de CXCR4 et l’efficacité de la 
migration. En effet, malgré le rôle suspecté de CXCR4 dans l’efficacité de la 
chimiotaxie [40, 157, 158, 204], certaines publications ont déjà proposées que 
l’efficacité de la réponse envers SDF-1 ne corrèle pas avec l’expression de CXCR4 
dans les cellules B humaines [154, 205].  
Nos résultats démontrent le contraire (Figure 3.5.1A) alors que nous observons une 
corrélation statistiquement significative entre le l’expression de CXCR4 et 
l’efficacité de migration dans les cellules leucémiques pre-B REH et dans les 
cellules myéloïdes indifférenciées K562. 
De plus, nos résultats suggèrent l’existence d’un nouveau facteur de prédiction du 
potentiel de migration, le ratio CXCR4surface / CXCR7intracellulaire, obtenu en 
divisant les quantités de CXCR4 mesuré à la surface cellulaire des lymphocytes par 
les quantités de CXCR7 mesurées dans leurs compartiments intracellulaires. Nos 
résultats suggèrent que ce rapport corrèle de façon supérieure avec le comportement 
migratoire cellulaire et possède une capacité de prédiction significativement plus 
puissante que tous les autres facteurs de prédictions analysés en ce qui a trait à la 
chimiotaxie vers SDF-1 in-vitro (Figure 3.5.1C et Figure 3.5.2C).  
Pour s’assurer que la corrélation observée ne soit pas le résultat d’une observation 
indirecte d’un phénomène de relocalisation générale des récepteurs (le CXCR4 est 
quantifié en surface alors que la mesure du CXCR7 provient des compartiments 
intracellulaires, il aurait été possible que des mécanismes de transport ou de 
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recyclage généraux des récepteurs soient en cause), nous avons effectué des 
expériences supplémentaires pour  vérifier la relations entre différentes populations 
de récepteurs. Par exemple : l’étude du ratio CXCR4surface/CXCR4intracellulaire 
(Figure 3.5.1F) et CXCR4intracellulaire/CXCR7intracellulaire (Figure 3.5.1E). Mais 
aucun de ces résultats n’a permis d’obtenir une corrélation envers l’efficacité de 
migration des cellules. Ces résultats suggèrent donc que le ratio 
CXCR4surface/CXCR7intracellulaire possède une valeur prédictive unique. 
Ces observations suggèrent que l’étude jumelée des deux récepteurs permet 
l’obtention d’un marqueur de prédiction de la chimiotaxie plus efficace que la 
mesure d’un récepteur seul. De plus, ces observations ouvrent la porte a la 
possibilité d’utiliser le ratio CXCR4/CXCR7 comme marqueur de prédiction in-
vivo, ou là disponibilité d’un marqueur de prédiction du potentiel métastatique des 
tumeurs efficace et facilement mesurable est très recherché.     
Le fait que les niveaux d’expression de CXCR7 pris individuellement ne corrèlent 
pas d’une façon statistiquement significative avec la migration (Figure 3.5.1B et 
Figure 3.5.2B) alors que nos résultats suggèrent clairement que CXCR7 s’oppose à 
CXCR4 (étant donné la validité du ratio CXCR4/CXCR7 pour prédire la force de la 
chimiotaxie) pourrait s’expliquer par le fait que CXCR4 provoque directement la 
chimiotaxie, alors que CXCR7 serait plutôt un régulateur de l’axe CXCR4/SDF-1. 
Cette hypothèse est supportée par plusieurs publications dans la littérature [166, 
193, 202].  
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4.4.1-Conséquences de la surexpression de CXCR4 
Dans le but de démontrer la validité de notre interprétation du rôle de CXCR4 sur la 
migration vers SDF-1, nous avons surexprimés CXCR4 dans les lignées 
leucémiques à l’étude. Contrairement à nos attentes, la surexpression du récepteur 
CXCR4 dans les cellules K562 n’a pas provoqué de changement significatif dans 
leurs comportements chimiotactique (Figure 3.6F). Ceci est étonnant,  car malgré 
les résultats publiés dans la littérature qui prétendent que le potentiel de migration 
n’est pas contrôlé par le niveau d’expression de CXCR4 [154, 205], nous avions 
nous-mêmes observés une forte corrélation entre l’expression de CXCR4 et 
l’efficacité de migration des cellules leucémiques lors de l’étape précédente du 
projet (Figure 3.5.1A et Figure 3.6A). 
Une possibilité qui expliquerait ce phénomène serait que le tag fluorescent –YFP  
lié au récepteur surexprimé interfèrerait avec sa fonction. Les récepteurs CXCR4 
surexprimés seraient alors sans conséquence sur la migration. Toutefois, il a déjà 
été démontré dans la littérature que la protéine CXCR4-YFP était fonctionnelle 
[119, 129]. Une autre explication serait que les mécanismes de signalisation et de 
transduction du signal de CXCR4 soient simplement déjà saturés par les quantités 
naturelles de récepteurs présents à la membrane et que la surexpression  massive de 
CXCR4-YFP soit sans effet à cause de la saturation de ces mécanismes.  
Une autre possibilité serait que les mécanismes de régulation de l’effet de CXCR4 
sur la migration soient simplement saturés avec les niveaux d’expression normaux 
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de CXCR4 et que la surexpression de CXCR4 ne produise pas d’effet discernable 
sur l’efficacité de  migration pour cette raison. 
4.4.2-Conséquences de la surexpression de CXCR7 
Dans le but de démontrer la validité de notre interprétation du rôle de CXCR7 sur 
l’axe CXCR4/SDF-1, nous avons surexprimés CXCR7 dans la lignée leucémiques 
K562. Nos résultats ont démontré que la surexpression du récepteur CXCR7 
provoque une diminution du potentiel de migration des cellules concernées. En 
effet, les cellules leucémiques « High CXCR7-YFP » ont une chimiotaxie 
fortement réduite (Figure 3.6 et Figure 3.7.1). Ces résultats appuient notre 
hypothèse de départ selon laquelle CXCR7 possède un rôle opposé à celui de 
CXCR4 dans la régulation de la chimiotaxie, et renforcent l’hypothèse selon 
laquelle le ratio CXCR4/CXCR7 est un marqueur de prédiction efficace du 
potentiel de migration des cellules.  
Ces observations vont à l’encontre de  plusieurs publications dans la littérature, ou 
une expression élevée de CXCR7 est initialement présentée comme un facteur pro-
chimiotactique [170, 195, 196], mais fait écho à des publications plus récentes qui 
suggèrent que CXCR7 s’oppose à la voie de CXCR4 [105, 180, 197, 206]. 
Cette contradiction apparente peut s’expliquer par le fait que la surexpression de 
CXCR7 puisse affecter positivement l’efficacité de la migration des cellules 
avoisinantes. En effet, les résultats obtenus dans l’étape subséquente du projet ont 
suggéré que la surexpression de CXCR7 dans les K562 augmentait le potentiel de 
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migration des cellules contrôles non-transfectées qui partageaient le même 
environnement (Figure 3.7.1 et Figure 3.7.2).   
4.4.3-Effet de la surexpression de CXCR7 sur les cellules 
avoisinantes 
Pour mettre à jour ce nouvel aspect de la régulation par CXCR7, il a été nécessaire 
d’analyser séparément les cellules (pré et post migration) et de les analyser en se 
basant sur leur expression (ou non) du tag –YFP. Cette séparation était nécessaire 
étant donné que l’efficacité de transfection n’était pas de 100% dans les cellules 
étudiées, mais qu’il était très difficile de séparer physiquement les cellules non-
transfectés des cellules transfectés préalablement à la migration.  
Cette étape nous a permis de constater que les cellules qui surexpriment CXCR7-
YFP subissent une forte diminution de leurs potentiel de migration par rapport à la 
normale (Figure 3.6E et Figure 3.6F), mais que les cellules non transfectés qui 
partagent le même puits de migration que les cellules transfectés voyaient leur 
efficacité de migration au travers de la membrane poreuse augmenter de façon 
importante (Figure 3.7.1 et Figure 3.7.2). 
Pour s’assurer que l’effet pro-migratoire produit par la surexpression de CXCR7 
sur les cellules voisines ne soit pas une particularité unique de la lignée K562, nous 
avons reproduit cet effet en surexprimant CXCR7 dans la lignée cellulaire HEK et 
en faisant partager le même puits de migration a des HEK transfectés surexprimant 
CXCR7 et a des REH non transfectés (Figure 3.7.2). Les résultats obtenus 
confirment que la présence de cellules qui expriment CXCR7 dans l’environnement 
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immédiat de migration produit un effet bénéfique sur l’efficacité de la migration 
des cellules avoisinantes (ce qui est fait écho aux travaux de Naumann et al dans le 
poisson zèbre), et que ce phénomène ne se limite pas à la lignée leucémique K562. 
Cette découverte fortuite permet de proposer un aspect nouveau et surprenant dans 
la régulation de la chimiotaxie, soit une dualité de l’effet de l’expression du 
récepteur CXCR7 : Il  produirait un effet anti-migratoire sur la cellule qui 
l’exprime, mis en évidence par le faible potentiel migratoire des cellules ayant un 
faible ratio CXCR4/CXCR7 et par l’incapacité à migrer des cellules surexprimant 
CXCR7, et un effet pro-migratoire sur les cellules présentes dans l’environnement 
immédiat, ce qui a été mis en évidence par le potentiel de migration supérieur des 
cellules qui partagent le puits de migration des « +CXCR7-YFP ». 
Si cette hypothèse était confirmée, elle pourrait expliquer les contradictions 
présentes dans la littérature concernant le rôle de CXCR7. En effet, si l’on 
n’analyse pas séparément les cellules en se basant sur leurs niveaux d’expression de 
CXCR7 individuelles, il est facile de conclure que la surexpression de CXCR7 est 
un facteur global positif pour la chimiotaxie. 
Il serait possible que l’effet positif de la surexpression de CXCR7 sur la migration 
des cellules avoisinantes passe par un contrôle de la disponibilité de la chimiokine 
dans le compartiment supérieur du puits de migration. Ce concept est déjà présent 
dans la littérature : les travaux de Boldajipour et al [163] ont suggéré que CXCR7 
n’est pas requis pour la migration cellulaire, mais que la présence de CXCR7 dans 
les tissus avoisinants les cellules migratoires permet de séquestrer le SDF-1 présent 
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dans l’environnement immédiat, ce qui permet l’établissement d’un gradient de 
chimiokine efficace et produisait une modulation positive sur l’axe chimiotactique 
CXCR4/SDF-1. Ces observations sont supportées par les travaux de Naumann et al 
[185]. Toutefois, Boldajipour et al [163] suggère également que la séquestration de 
SDF-1 est l’unique fonction de CXCR7. Nos résultats contredisent cette 
affirmation, étant donné que nous avons observé que la surexpression de CXCR7 
produisait également une modulation négative sur le potentiel de migration des 
cellules transfectés, d’une façon qui s’oppose aux fonctions de CXCR4, ce qui a été 
démontré par la faible efficacité de migration des cellules qui surexpriment 
CXCR7. 
4.5-Mécanismes possibles de la régulation de la chimiotaxie par 
CXCR7 et CXCR4 
Il serait possible que le récepteur CXCR7 module simultanément l’axe 
CXCR4/SDF-1 par deux voies : Premièrement, par son endocytose et recyclage 
rapide vers surface cellulaire (ce qui aurait pour conséquence d’acheminer  SDF-1 à 
la dégradation, et de maintenir ainsi un gradient de chimiokines efficace dans le 
milieu extracellulaire) et deuxièmement, par une cascade signalétique 
intracellulaire encore inconnue indépendante des protéines G (par exemple, par la 
voie des β-arrestines), laquelle pourrait avoir un effet inhibiteur sur l’axe 
CXCR4/SDF-1 et bloquer la migration.  
La première partie de cette hypothèse est supportée par nos résultats, qui 
démontrent que la surexpression de CXCR7 provoque une augmentation importante 
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de l’internalisation de SDF-1 radioactif  (Figure 3.7.3), ce qui fait écho aux 
résultats publiés par Naumann et al [185]. De plus, l’incubation de cellules 
chimiotactiques avec le surnageant des cellules qui surexpriment CXCR7 ne 
produit aucune modification de l’efficacité de migration (Figure 3.7.2), ce qui 
écarte la possibilité de la sécrétion d’un facteur pro-migratoire soluble.  
La deuxième partie de cette hypothèse est supportée par nos résultats, qui 
démontrent que la surexpression de CXCR7 provoque une diminution importante 
de l’efficacité de migration des cellules transfectés (Figure 3.6E et Figure 3.6G), 
sans que cela ne soit du a la transfection (Figure 3.6D) ou à la composition du 
milieu de migration (Figure 3.7A, Figure 3.7B et Figure 3.7.2).  
La deuxième partie de cette hypothèse est également supportée  par les travaux 
récents de nombreuses équipes de recherche qui font état de l’existence d’une voie 
signalétique de régulation propre à CXCR7 qui est indépendante de la signalisation 
par les protéines G [170, 171, 175, 178, 181]. Cette hypothèse est également 
supportée par des études récentes, ainsi que par les publications qui suggèrent un 
contrôle antagoniste entre CXCR7 et CXCR4 dans le contrôle de la chimiotaxie 
[180, 197, 206]. 
Si cette hypothèse venait à être confirmée, elle pourrait servir de base pour le 
développement de stratégie anticancéreuse future. En effet, les conséquences 
cliniques de la dissémination des métastases à partir d’une tumeur primaire font en 
sorte qu’il serait souhaitable d’empêcher la dégradation de SDF-1 par CXCR7 (ce 
qui permet d’établir un gradient de migration) mais de conserver la capacité de 
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CXCR7 à réguler négativement le comportement de CXCR4. Une molécule 
agoniste qui bloquerait la liaison du SDF-1 à CXCR7 tout en activant sa voie de 
signalisation par les β-arrestines pourrait remplir ce rôle. Cette idée est supportée 
dans la littérature par l’étude de plusieurs molécules (AMD3100, CCX771, 
TC14012) qui agissent exactement de cette façon sur CXCR7 et provoquent une 
diminution significative de l’agressivité métastatique des tumeurs et de la 
dissémination des métastases dans la niche in-vivo, in-vitro et dans des études 
cliniques [161, 174, 184, 188]. 
4.6- Limitations de l’étude et perspectives 
Une limitation importante de ce projet de recherche est que nous assumons que 
l’efficacité de migration des cellules leucémiques vers un gradient de SDF-1 corrèle 
avec la tendance des cellules cancéreuses à se disséminer dans l’organisme et à 
former des métastases, mais il est important de comprendre que la métastase 
cancéreuse est un processus complexe. Et bien que des études précédentes aient 
démontré des liens entre l’efficacité de migration des cellules cancéreuses et leurs 
potentiels métastatiques (228), il faut garder en tête lors de l’interprétation des 
résultats qu’il n’a jamais été démontré hors de tout doute que l’efficacité de 
migration se traduisait directement dans un phénotype métastatique, et il serait 
possible que nos résultats ne soient pas reproductibles in-vivo. Pour cette raison, il 
serait intéressant de tester la validité de nos résultats dans le modèle murin.  
Une autre limitation du projet est que la mesure non-quantitative de l’ARN 
messager et la quantification de l’expression au niveau protéique ne permettent pas 
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de prendre en compte de nombreux facteurs dans l’étude du couple 
CXCR4/CXCR7.  Ceci inclut la régulation au niveau de l’activation, de la 
signalisation, de de la dimérisation, de la  localisation, du trafficking, ou d’une 
possible internalisation des récepteurs. Ceci inclut également la possibilité que les 
récepteurs CXCR4 et CXCR7 interagissent physiquement entre-eux, la possibilité 
que leurs mécanismes de régulations respectifs soient entre-reliés, et la possibilité 
que leurs activations soit dépendante des conditions, de la localisation ou de 
facteurs ou cascades spécifiques à la lignée cellulaire. Toutefois, ces incertitudes 
n’empêchent pas que la mesure de l’expression de CXCR4 et de CXCR7 puisse 
constituer un indice prédictif important et très utile pour prédire le phénotype 
migratoire des cellules. 
Une autre limitation du projet est notre incapacité à démontrer la source de la 
variabilité de l’expression des récepteurs de SDF-1. En effet, bien qu’il a déjà été 
proposé que l’expression de CXCR4 et de CXCR7 puisse être instable ou régulé en 
réponse aux conditions extérieures [203], l’origine de ce changement nous échappe 
actuellement, et cette incertitude limite la portée de nos conclusions. 
Finalement, la plus grande limitation du projet consiste en notre ignorance du 
mécanisme par lequel CXCR7 influence la chimiotaxie. Les résultats publiés dans 
la littérature concernant les mécanismes de recyclage de CXCR7, du rôle de 
CXCR7 dans l’internalisation du SDF-1 et des mécanismes d’hétérodimérisation 
entre CXCR4 et CXCR7 nous permettent d’emmètre des hypothèses sur les 
mécanismes qui expliquent la valeur prédictive du ratio CXCR4surface / 
CXCR7intracellulaire sur l’efficacité de migration des leucémies. Mais il serais 
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important de se pencher sur l’étude des mécanismes de signalisation et de 
régulation des récepteurs de SDF-1 dans le but d’expliquer la cause de nos 















Dans le cadre de ce projet de maitrise, nous avons présenté une nouvelle méthode 
pour évaluer les prédispositions envers la chimiotaxie des cellules leucémiques via 
l’utilisation d’un rapport d’expression entre le récepteur CXCR4 et CXCR7.  
Nous avons démontré non seulement que cette méthode est efficace, mais aussi que 
cette méthode est statistiquement plus puissante que la seule mesure du CXCR4, 
déjà utilisée dans la littérature comme marqueur prédictif [40, 155-160], que la 
mesure du CXCR7, ou toute autre valeur basé sur les l’expression des récepteurs de 
CXCL12. 
L’utilisation de ce nouveau  marqueur de pronostic in-vivo serait d’un grand intérêt, 
étant donné l’importance de connaitre le potentiel métastatique des tumeurs dans le 
cadre de la sélection des traitements anticancéreux et dans l’évaluation du pronostic 
clinique. Il serait impératif d’évaluer la validité de cette technique in-vivo. 
L’utilisation d’échantillons de patients et la création de lignées leucémiques stables 
surexprimant l’un ou l’autre des récepteurs de SDF-1 et implantable dans le modèle 
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